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Resumo

Os bisfosfonatos sdo uma classe importante de farmacos com largo espetro de
aplicacdes no tratamento de doencas do metabolismo mineral do 0sso. Recentemente,

tem sido estudada as suas atividades antitumoral e contra diversos microrganismos.

Neste trabalho, efetuou-se a sintese de bisfosfonatos derivados do indazole. Os
bisfosfonatos utilizados neste trabalho foram sujeitos a estudos de avaliacdo de

atividade antioxidante, toxicidade e atividade bioldgica.

A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos: o método do DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil) e 0 método do B-caroteno/acido linoleico. Os BPs apresentaram

atividade antioxidante preferencialmente pelo segundo método.

Na avaliacdo da toxicidade, utilizou-se a Artemia salina, com determinacdo do valor de
CL50. Os BPs estudados apresentaram uma toxicidade superior ao BP comercial

estudado.

Foi ainda avaliada a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em meio solido e
a determinagdo da concentragdo minima inibitoria. Nestes ensaios, os BPs mostraram-se
mais ativos para as bactérias patogénicas gram negativas, especialmente para

Enterobactereaceae.

Palavra-chave: bisfosfonatos, indazole, sintese, atividade antioxidante, atividade

bioldgica.



“Synthesis and Evaluation of the Biological
Activity of Bisphosphonates Derived from
Indazole”

Abstrat

Bisphosphonates (BPs) are an important class of drugs with broad spectrum of
applications in the treatment of diseases of bone mineral metabolism. Recently, it has

been studied their antitumoral activity and against microorganisms.

Here, we report the synthesis of bisphosphonates derived from indazole. These
bisphosphonates were evaluated towards their antioxidant activity, toxicity and biologic

activity.

The antioxidant activity of BPs was evaluated using two different methods: the DPPH
(1,1-diphenyl-2-picril-hidrazyl) and the B-carotene/linoleic acid methods. The BPs

showed higher antioxidant activity using the second method.

The evaluation of their toxicity was done using Artemia salina since it is a good
environmental bioindicator. The BPs showed higher toxicity than a commercial BP used

as standard.

The evaluation of the antimicrobial activity was done by the diffusion method on solid
medium and the determination of minimum inhibitory concentration (CMI). In these
tests, BPs showed more active towards gram negative pathogenic bacteria, especially

for Enterobactereaceae.

Key words: bisphosphonates, indazole, synthesis, antioxidant activity and biological activity.
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1- Introducao

1.1 Bisfosfonatos

1.1.1 Perspectiva historica

Os primeiros bisfosfonatos foram sintetizados ha mais de cem anos por VVon Baeyer e
Hofmann; inicialmente estes compostos eram utilizados na indUstria como agentes anti-
calcario e anti-corrosivos ou como aditivos na inddstria téxtil, oleica e de fertilizantes.
S6 nas ultimas cinco décadas é que os BPs comecaram a ser desenvolvidos como
medicamentos para o tratamento de doencas dsseas, dentarias e do metabolismo do
calcio (Fleisch, 2002).

No inicio dos anos 60, Fleisch provou que o pirofosfato inorganico (PPi) prevenia a
calcificacdo de fluidos corporais pela ligacdo aos cristais de hidroxiapatite. Também
revelou que as formas orais de PPi eram inactivadas pelas pirofosfatases segregadas
pela mucosa gastrointestinal. Numa tentativa de encontrar andlogos estaveis dos PPi, 0s
difosfonatos (agora chamados de bisfosfonatos) estavam entre os farmacos que foram
investigadas ao longo do tempo. Os bisfosfonatos toleravam a via oral sem serem
inativados, o0 que se tornou a chave do seu grande sucesso. Estes compostos também
inibiam a dissolugéo dos cristais de hidroxiapatite. Estudos posteriores mostraram ainda
que eles previnem a reabsorcdo 6ssea pela inibicdo da acdo dos osteoclastos (Gutta e
Louis, 2007).

Apo6s mais de trés deécadas de pesquisa e desenvolvimento, os bisfosfonatos
tornaram-se indispensaveis no tratamento de doencas 0sseas, tanto benignas quanto
malignas (Castro et al., 2004; Vasconcelos et al., 2004). Estes compostos séo potentes
inibidores da reabsor¢do 6ssea mediada por osteoclastos e sdo efectivos na reducdo das
concentracdes de célcio no soro de pacientes com hipercalcemia maligna. Além disso,
constituem uma nova modalidade de tratamento para metéstases 0sseas, reduzindo a
quantidade e o indice de complicacdes esqueléticas no mieloma maltiplo e no cancro da
mama avancado, assim como aliviando a dor 0ssea causada por metastases de varios
tumores sélidos, com consequente aumento da qualidade de vida do paciente (Castro et
al., 2004; Vasconcelos et al., 2004).



1.1.2 Estrutura Quimica

Os bisfosfonatos sdo andlogos quimicos sintéticos dos pirosfosfatos (Figura 1). Os BPs
sdo uma classe de substancias quimicas que exibem ligacdes estaveis P-C-P em vez de

ligacOes labeis P-O-P na sua estrutura (Figura 1).

Os pirofosfatos foram os primeiros a serem estudados devido as suas propriedades de
impedir a cristalizacdo do fosfato de célcio nas solugfes e sua dissolucdo in vitro. In
vivo os pirofosfatos inibem as calcificacbes ectopicas nas artérias, pele e em outros
orgdos. Desta forma comecaram a ser utilizados no tratamento de patologias Gsseas
como regulador de calcificacbes e de descalcificacdes in vivo. Os efeitos terapéuticos,
porém, ndo se mostraram satisfatorios devido a sua inatividade quando administradas

via oral e a rapida hidrélise, quando aplicadas por via parenteral.

q '.:' ORZO
0-P-0-P-0 D—IF"—(IS—FI"—U
0o o 0R'0

Pirofosfato Bisfosfonato

Figura 1 - Estrutura de pirofosfato e bisfosfonato (adaptado e modificado de Reszka, 2004).

Esta incapacidade de acdo dos pirofosfatos propiciou o desenvolvimento de analogos
com acOes similares, porém mais resistentes a acdo enzimatica, como é o caso dos
bisfosfonatos. A acdo dos bisfosfonatos deve-se a sua semelhanca estrutural com este

grupo de compostos (Castro et al., 2004; Vasconcelos et al., 2004).

A modificacdo do atomo central de oxigénio por um atomo de carbono, faz com que
sejam resistentes a degradacdo enzimatica e tenham um tempo de meia-vida biologica
maior, o suficiente para influenciar o metabolismo 0sseo (Licata, 1997). Diferentes
substituintes nos radicais R; e R, (Figura 2), ligados ao carbono central, conferem aos
bisfosfonatos afinidade pelos cristais 0sseos, enquanto que o grupo R, € responsavel

pela poténcia e atividade farmacoldgica (Fleisch, 1989). A presenca do grupo hidroxilo



(OH) em R; confere maior fixacdo ao 0sso. Por outro lado a presenca de um atomo de

cloro (Cl) em Ry, confere uma fixacdo reduzida (Reszka, 2004).

finidade HA Fn't_En:ia
. "'-'
Rz
OH 2 —~ _—-0OH
OH -""IT_C — P~0H
0

Figura 2- Estrutura quimica dos bisfosfonatos (HA- representa a hidroxioapatite), (adaptado e
modificado de Bartl et al., 2007).

A estrutura basica P-C-P permite um grande nimero de variacbes moleculares dando
possibilidades para a obtencdo de um nimero elevado de compostos. Cada bisfosfonato
apresenta uma estrutura fisico-quimica peculiar e funcdo bioldgica especifica. Diversos
farmacos da classe dos bisfosfonatos foram sintetizados, nos quais 0S grupos

substituintes R; e R, variaram, sistematicamente com propositos definidos:

» aumentando a afinidade 0ssea;
» melhorando o perfil terapéutico: poténcia, seletividade e toxicidade;
» adquirindo nova atividade farmacoldgica e alterando a biodisponibilidade da

molécula.

O grupo R; € responsavel pela afinidade a hidroxiapatite e por isso controla a fixacdo ao
0ss0. O grupo R é o responsavel pela maior ou menor poténcia dos bisfosfonatos. De
acordo com a sua estrutura e poténcia, existem trés geracOes de bisfosfonatos. A
primeira geracdo é composta pelos BPs ndo-nitrogenados, que inclui os analogos de
trifosfato de adenosina, etidronato, clodronato (Figura 3) (Lehenkari et al., 2002;
Reszka, 2004) e o tiludronato (Carter et al., 2005), que possui poténcia anti-reabsortiva
similar & do clodronato. A segunda e a terceira geragfes sdo compostas por BPs
nitrogenados. Os da segunda geracéo, alendronato, pamidronato e ibandronato (Figura
3), séo de 10 a 1000 vezes mais potentes que os da primeira geracdo (Lin; 1996). Os da
terceira geragdo contém uma cadeia ciclica, como o risedronato e zoledronato (Figura 3)

(Rogers et al., 2000). Este ultimo grupo, cuja poténcia € 100 a 850 vezes superior a do



pamidronato, € 0 mais potente entre os ja submetidos a testes in vitro e in vivo (Body,

1997).
O primeiro bisfosfonato

etidronato, sintetizado em
1971).

utilizado no tratamento de uma doenca humana foi o

1898, mas utilizado na terapéutica apenas em 1971 (Smith,
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2004).geragéo




1.1.3 Agéo no tecido 0sseo

1.1.3.1 Mecanismo de remodelacéo do tecido 6sseo

O esqueleto € uma estrutura altamente especializada e dinamica que sofre remodelacao
constante. O 0sso € um tecido conjuntivo rigido, composto por células especializadas,
matriz mineralizada e ndo mineralizada e espagos que incluem a cavidade medular
0ssea, canais vasculares, canaliculos e lacunas. O tecido 6sseo calcificado é composto
por uma matriz extracelular que contém moléculas organicas e inorganicas e cristais de
hidroxiapatite. A presenca de cristais de hidroxiapatite torna este tecido Unico, nao
apenas do ponto de vista biossintético, mas, também, em termos de metabolismo.
Assim, durante o crescimento e desenvolvimento do organismo, 0 0sso é um tecido vital

em constante atividade (Fernandes et al., 2005).

Durante a remodelacdo 0ssea, 0s osteoclastos removem o 0sso velho, e os osteoblastos
depositam 0sso novo. A remodelacdo 0ssea converte 0 0sso reticular em osso lamelar,
estd envolvida no crescimento ésseo, na modificacdo da configuracdo Ossea, na
adaptacdo dos 0ss0s ao stress mecanico, na reparacdo 0ssea, € na regulacdo dos ides
calcio no organismo. A remodelacdo é também responsavel pela formacdo de novos
osteons no 0sso compacto (Seely et al., 2003). Logo a remodelacdo Ossea é um
mecanismo fundamental para manter a integridade estrutural do esqueleto, bem como
para funcbes metabdlicas, como o armazenamento de calcio, fosfato e magnésio
(Fernandes et al., 2005).

Osteoblasto Osteoclasto
e\
semanas

Formacéo \ / Reabsorgao
P famry

Figura 4- Ciclo de formacdo e reabsorcdo 6ssea e principais intervenientes (adaptado e

modificado de Fernandes et al., 2005).



Osteoblastos

A diferenciacdo dos osteoblastos a partir de células estaminais é controlada por um
grupo de genes designado Hedgehog family; entre eles dois dos principais genes séo:
Ihh (Indian hedgehog) e Shh (Sonic hedgehog). Os dois factores mais relevantes na
diferenciacdo osteoblastica sdo o factor de transcricdo Cbfal e as proteinas

morfogenéticas dsseas (BMPs, bone morphogenetic proteins) (Fernandéz et al., 2009).

Os osteoblastos sao células grandes com cerca de 20 a 30 um, possuem um citoplasma
basofilo e com reticulo endoplasmatico rugoso abundante e complexo de Golgi bem
desenvolvido. Osteoblastos sdo originados a partir de células estaminais mesenquimais
provenientes da medula Ossea, enddsteo, periosteo e periciclos perivasculares.
Prolongam-se através da matriz de modo a comunicar a rede de ostedcitos e outros
osteoblastos; estes comunicam entre si através de proteinas ou integrinas
transmembranares. Estas agem como ligacGes entre células ou entre as células e a matriz
extracelular, permitindo a passagem de célcio, citoquinas e prostaglandinas (Fernandéz
et al., 2009).

Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese de matriz 6ssea, a um ritmo de 2 a 3 um
por dia, e expressam um enzima caracteristica, a fosfatase alcalina (ALP). Algumas das
principais funcbGes dos osteoblastos sdo: sintese de proteinas de colagéneo e ndo-
colagéneo na matriz 6ssea; organizacdo das fibras na matriz extracelular;contribuem
para a mineralizacdo de substancia ostedide; sdo mediadores do processo de reabsorcédo
Ossea por parte dos osteoclatos, através da sintese de varias citoquinas e capacidade de

sintetisar fatores de crescimento (Fernandéz et al., 2009).

A vida média de um osteoblasto pode variar entre 1 a 10 semanas e, apds este tempo,
estes podem entrar em apoptose ou entéo transformar-se em “bone lining cells” (BLCs),
tambem designadas células de revestimento 0sseo, ou em osteocitos (15%). As BLCs
sdo uma forma inactiva dos osteoblastos, sdo células longas e achatadas e com poucos
organelos no seu citoplasma e também podem expressar, tal como os osteoblastos,
sialoproteina éssea, osteopontina, osteonectina e fosfatase alcalina, bem como
receptores da hormona paratirdide (PTH). Estas permanecem ao longo da superficie
endosteal, formando com o enddsteo uma camada protetora da superficie 6ssea, que

desempenha um importante papel na remodelacéo 0ssea (Fernandéz et al., 2009).



ApoOs a matriz 6ssea estar mineralizada alguns dos osteoblastos ficam “aprisionados”
nesta matriz, transformando-se em ostedcitos. Estes vdo ser encontrados no meio do
0ss0, e ndo na superficie 6ssea como acontece com osteoblastos, osteoclastos e BLCs.
Os ostedcitos sdo as células dsseas mais abundantes no 0sso (10 vezes mais em relagédo
aos osteoblastos), ttm uma forma de estrela e encontram-se em lacunas, 0S seus
processos citoplasméaticos comunicam entre si através de canaliculos, cheios com fluido

0sseo extracelular.

Osteoclastos

Os osteoclastos sdo as células 6sseas mais relevantes na acdo dos BPs, visto que estes
compostos atuam diretamente sobre 0s osteoclastos apos serem fagocitados no processo
de digestdo/dissolucdo dssea, interferindo com varios processos intracelulares levando a
apoptose e diminuindo de uma forma geral a renovacdo e remodelacao éssea a um nivel

sistémico (Fernandéz et al., 2009).

Os osteoclastos formam-se a partir de células estaminais hematopoiéticas provenientes
da medula 6ssea conhecidas como unidades formadoras de coldnias de granuldcitos-
macrofagos (CFU-GM), percursores de macréfagos e mondcitos (Fernandéz et al.,
2009).

Existem duas caracteristicas especificas na membrana dos osteoclastos que os torna
Unicos: a presenga de uma zona estriada da membrana, onde ocorre a reabsorgdo 0ssea,
e uma area da membrana rica em microfilamentos, onde estdo presentes integrinas que
servem para a célula se fixar a matriz. Assim quando um osteoblasto se desloca para a
zona onde vai ocorrer a rebsor¢do 6ssea, adere a essa zona por meio da sua zona da
membrana estriada e sela a area adjacente com as suas integrinas. As integrinas sao
selectivas para algumas proteinas presentes na matriz éssea como a sequéncia Arg-Gly-
Asp no colagénio e outras proteinas na matriz ostedide. Neste ponto em que se inicia a
reabsorcdo do 0sso 0 pH no meio torna-se acido, devido aos acidos segregados pelos
osteoclastos produzidos pela anidrase carbonica Il e enzimas proteoliticas como as
colagenases, metaloproteases, catepsina K, glucuronidase, que vao dar inicio a
reabsorcdo Ossea dissolvendo primeiro a matriz organica e depois a matriz 0ssea.
(Beker, 2001; Fernandéz et al., 2009).



1.1.3.2 Mecanismo de Acéo

O tecido 0sseo é estruturalmente constituido por osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos
e, tendo os bisfosfonatos grande afinidade para os ides Ca’*, a matriz dssea

mineralizada sera um alvo selectivo dos bisfosfonatos.

Os bisfosfonatos tém deste modo uma acdo importante na remodelacdo da estrutura

0ssea, principalmente na acdo osteoclastica, afetando deste modo a reabsorcao dssea.

O mecanismo molecular pelo qual os bisfosfonatos inibem a reabsorcéo dssea ainda ndo
estd completamente esclarecido. Inicialmente, acreditava-se que se tratava de um
mecanismo fisico-quimico, isto é, que a incorporagao na matriz 6ssea era suficiente para
que tivesse efeitos na remodelacdo 6ssea. Contudo, ultimamente, tem-se tornado claro

que efeitos celulares estdo também envolvidos (Van den Wyngaert et al., 2006).

Os bisfosfonatos apresentam uma estrutura que lhes confere uma resisténcia a hidrélise
enzimatica e permite-lhes fixarem-se na superficie dos cristais de hidroxiapatite, com
uma rapida e eficiente unido do farmaco a superficie mineral 6ssea (Figura 5). A sua
acdo primordial consiste em inibir a reabsorcao 6ssea mediante a supressdo da atividade
osteoclastica (Férnandez, 2006). E importante salientar que estes farmacos inibem as
reabsorcBes Osseas quer in vitro quer in vivo, mesmo quando decorrentes de causas e
agentes diferentes (Felix, 1981; Fleisch, 1989; Fleisch, 1991; Simmelink, 1987).

Apesar dos efeitos na reabsorcéo dssea ndo estarem completamente elucidados, entre os
efeitos observados destacam-se a reducdo da producdo do &cido lactico e a inibicdo de
certos enzimas lisossomais, da sintese de prostaglandinas e da multiplicacdo de
macrofagos e da funcdo dos osteoclastos. Algumas evidéncias indicam uma acgdo
citotoxica direta sobre os osteoclastos ou induzindo-os a apoptose (Hughes et al., 1995;
Rodan, 1998; Russel, 1999).

Os efeitos dos BPs ocorrem em trés niveis: tecidual, celular e molecular (Rodan, 1998;
Rodan et al., 1996). No nivel tecidual promove a reducdo do turnover 6sseo, como se
demonstrou com a utilizacdo de marcadores bioquimicos. Os bisfosfonatos reduzem a
extensdo das regides em reabsorcdo e a profundidade nas areas erodidas, conforme
demonstraram Boyce et al., 1995; Ott et al., 1993 e Storm et al., 1993. A nivel celular

os bisfosfonatos reduzem a atividade osteoclastica, uma vez que inibem o recrutamento



destas células para a superficie 0ssea, inibem a atividade celular, reduzem o tempo de
vida celular pela inducéo da apoptose, e alteram a troca mineral na forma fisico-quimica
(Rodan, 1998). E a nivel molecular os bifosfonatos modulam a fungdo osteoclastica, ao
ligarem-se a receptores de superficie presentes na célula Ossea ou a enzimas

intracelulares.

A apoptose, ou morte celular programada, foi descrita nos osteoclastos ha muitos anos e
talvez seja a via normal de morte dessas células (Rodan, 1998). O tempo de vida dos
osteoclastos, estimado a partir de estudos microscopicos, € de duas a quatro semanas in
vivo e de no maximo de duas semanas in vitro. J& foi descrito que os bisfosfonatos
aumentam a apoptose de osteoclastos, tanto in vivo quanto in vitro (Parfitt, 1996;
Rodan, 1998).
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Figura 5- Mecanismo de acdo dos bisfosfonatos, com a exemplificacdo da ligagdo ao célcio

presente no tecido 6sseo (adaptado e modificado de Bartl et al., 2007).

Durante a reabsorcdo 0ssea 0s bisfosfonatos incorporados nos 0ssos sdo libertados e
internalizados nos osteoclastos por endocitose afetando-os diretamente, uma vez que
estes perdem a sua borda activa iniciando-se a quebra do seu citoesqueleto,

desmobilizando a atividade celular reabsortiva (Figura 6) (Simmelink, 1999).




Em cultura de células, Plotkin et al., 1999, constataram que os bisfosfonatos inibem ou
controlam a reabsor¢do atuando sobre os osteoblastos e ostedcitos, inibindo a apoptose
destas células. Entre os possiveis mecanismos de acdo dos bisfosfonatos na fisiologia

Ossea afirma-se que (Figura 6):

» Interferem ou alteram o citoesqueleto de células clasticas;

» Interferem na membrana celular dos clastos, especialmente nas bordas
pregueadas;

» Diminuem a proteina tirosina fosfatase;

» Induzem os clastos a apoptose;

» Inibem a adesdo dos osteoclastos ao 0sso;

» Inibem o0 bombeamento de protdes dos osteoclastos;

» Inibem a formac&o dos osteoclastos;

» Atuam nos osteoblastos inibindo o estimulador do recrutamento de células
osteoclasticas;

» Atuam nos osteoblastos estimulando o inibidor do recrutamento de células
osteoclasticas;

r Atuam nos osteoblastos inibindo a atividade dos osteoclastos.
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Figura 6 - Apresentacdo esquematica de mecanismos de agdo dos bisfosfonatos (modificado de
Rodan e Fleish, 1996).

Os BPs de primeira geragéo (etidronato, clodronato e tiludronato), mais semelhantes ao
PPi e que ndo contém azoto na sua cadeia R, atuam incorporando-se nas moléculas

recém formadas de trifosfato de adenosina (ATP) pela classe Il aminoacil-transferase da



RNA sintetase presentes na superficie Ossea, sendo posteriormente captados pelos
osteoclastos. Estes andlogos de ATP ndo hidrolisdveis sdo citotoxicos para a célula
devido & inibicdo dos varios processos celulares dependentes de ATP; assim a sua

acumulacao no interior da célula vai levar a apoptose da mesma (Drake et al., 2008).

O mecanismo de acdo dos BPs de segunda e terceira geracdo (alendronato, pamidronato,
zoledronato, risedronato) difere dos de primeira geracdo devido a presenca de azoto no
grupo Ry, que lhes confere uma capacidade de inibicdo da reabsorcdo dssea, muito
superior aos de primeira geragéo. Estes BPs inibem a via do mevalonato, bloqueando o
enzima FPPS (farnesil-difosfato sintetase), que é necessaria para a sintese da farnesil
difosfato e geranil difosfato, o que vai resultar numa caréncia intracelular, entre outros,
de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e de farnesil difosfato (FPP), ambos necessarios
para a modificagdo lipidica de pequenas proteinas sinalizadoras na atividade da GTPase
(Figura 7) (Drake et al., 2008).
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Figura 7- Interacdo dos BPs na via do mevalonato (adaptado de Drake et al., 2008).

Como resultado desta disfuncdo, h& alteracdo da membrana celular lipidica do
osteoclasto, levando a uma alteragdo do seu mecanismo celular, provocando a apoptose

osteoclastica (Kumar et al., 2007).

1.1.4 Farmacocinética

O primeiro bisfosfonato utilizado no tratamento de doencas 0sseas foi o etidronato. E

estudos posteriores demonstraram que os bisfosfonatos que possuem um &tomo de



nitrogénio na sua cadeia lateral R, possuem uma poténcia relativa superior
comparativamente & primeira molécula usada na terapéutica — o etidronato (Fernandes
et al., 2005).

A via de administracdo também é importante, pois dependendo da via utilizada, o
farmaco pode ter uma absor¢cdo muito mais acelerada, e estar mais rapidamente

disponivel para se depositar no 0sso e ter acdo farmacologica.

Os bisfosfonatos administrados por via oral sdo pouco absorvidos pelo organismo
(Farias, 2005; Gertz et al.,, 1991), com taxa de absorcdo ente 1 e 10% da dose
administrada. Se administramos por infusdo intravenosa, séo rapidamente removidos do
plasma e exibem taxa de excrecdo renal de 40% nas primeiras 24 horas. Ndo ocorre
metabolizacdo pelo tecido dsseo (Khan et al., 1997), a excrecdo renal € a Unica via de
eliminacdo. Por outro lado, uma vez ligados ao tecido dsseo, s6 sao libertados quando
este sofre reabsorcdo (Lin, 1996). Os BPs séo resistentes a degradacdo enzimatica, e a
meia-vida no esqueleto pode ser superior a um ano (Licata, 1997).

Os BPs tém efeito cumulativo no tecido 6sseo, e dados sugerem que ndo ha a
necessidade de reposicdo (Sato et al., 1991). Os bisfosfonatos sofrem baixa absorcao
intestinal em humanos, com biodisponibilidade de cerca de 0,7% para o alendronato por
exemplo (Lin, 1996).

Tabelal — Bisfosfonatos frequentemente utilizados, vias de administracéo e poténcias relativas

associadas a presenca da cadeia R, nitrogenada, (adaptado de Fleish, 2007; Coelho A., et al
2010).

Bisfosfonato Nome Indicacéo Via de Cadeia R2 Poténcia
Comercial Priméria administracdo nitrogenada Relativa
Etidronato Didronel® Doenca de Paget Oral Néo 1
Tiludronato Skelid® Doenca de Paget Oral Né&o 50
Alendronato Fosamax® Osteoporose Oral Sim 1000
Residronato Actonel® Osteoporose Oral Sim 1000
Ibandronato Boniva® Osteoporose Oral Sim 1000
Pamidronato Aredia® Metasteses Osseas Endovenosa Sim 1000-5000
Zoledronato Zometa® Metasteses Osseas Endovenosa Sim 10 000"
Aclasta® Osteoporose Endovenosa Sim 10 000"




Os menos potentes sdo 0s BPs ndo nitrogenados, que sdo metabolizados pelos
osteoclastos para inativar analogos ndo hidrolisdveis do ATP, que se acumulam
intracelularmente, sendo diretamente citotoxicos para as células induzindo apoptose.
Por outro lado os bisfosfonatos nitrogenados (pamidronato, alendronato, residronato,
ibandronato, acido zoledronico), como ja foi referido, sdo os bisfosfonatos mais

potentes.

Muitas investigacdes tém-se focado no efeito dos bisfosfonatos nitrogenados nas células
tumorais. In vitro, as experiéncias confirmaram que estes farmacos podem inibir a
adesdo de células neoplasicas ao 0sso, reduzir a facilidade para invadirem membranas
artificiais e baixar a migracdo celular, tudo isto em doses incapazes de causar
diretamente citotoxidade ou induzir apoptose das células 6sseas (Woo et al., 2006).
Embora em menor escala, evidéncias in vivo demonstrando a agdo dos bisfosfonatos
comecam também a surgir, porém necessitando ainda de mais investigacOes
(Vasconcellos et al., 2003).

1.1.5 Indicacdes terapéuticas

Os BPs sdo utilizados no tratamento de doencas com repercussao no metabolismo
0sseo, isto é onde ha atividade excessiva dos osteoclastos, incluindo a doenca de Paget,

hipercalcemia maligna, osteoporose e doenca metastatica e osteolitica (Fleisch, 1998).

Os BPs estdo indicados neste tipo de patologias por prevenirem a perda de densidade
6ssea e diminuirem o risco de fratura por inibicdo do processo de reabsorcdo dssea.
(Woo et al., 2008).

Estudos recentes mostraram que os BPs também inibem o crescimento de protozoarios
nomeadamente o Trypanosoma cruzi (protozodrio causador da doenca das chagas), quer
in vivo quer in vitro por competi¢cdo com o pirofosfato na sua via metabdlica sem causar

toxicidade nas celulas hospedeiras (Woo et al., 2008).

Martin e colaboradores mostraram também a acdo dos BPs, que possuem nitrogénio na
cadeia lateral, sobre o crescimento dos parasitas Trypanosoma brucei, Trypanosoma

cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondiie e Plasmodium falciparum. O



mecanismo de agdo consiste, basicamente, na inibicdo da formacdo de proteinas de

importancia vital para os parasitas (Martin, 2001).

De uma maneira geral os bisfosfonatos apresentam poucos efeitos adversos. O
etidronato pode causar inibicdo na mineralizagdo normal dos o0ssos, originando

fracturas. Distarbios gastrointestinais e no paladar também podem ocorrer.

Os derivados dos aminobisfosfonatos (alendronato, pamidronato e risedronato) parecem
conferir alta poténcia, sem aumentar os efeitos sobre a mineralizacdo 6ssea ou alterar

sua afinidade pela hidroxiapatite.

A principal limitacdo para o uso dos bisfosfonatos é a sua ma absorcao intestinal (0,7%
a 10% da dose oral). A absorcéo intestinal ocorre, principalmente, no intestino delgado
e piora com a presenca de alimentos ingeridos concomitantemente. Por isso, a sua
ingestdo deve ser realizada em jejum ou duas horas longe das refei¢ces. De 20% a 50%
dos bisfosfonatos absorvidos ligam-se aos 0ssos, o0 restante é rapidamente excretado na

urina.

Embora a meia-vida dos bisfosfonatos seja pequena, o tempo de permanéncia no
organismo e nos 0ssos é longo, podendo durar dez ou mais anos, dependendo do tempo

de remodelacéo do tecido dsseo.

A posologia habitual de alguns BPs é a seguinte:

» O alendronato pode ser usado na dose de 5 mg/dia para prevencdo da
osteoporose e de 10 mg/diariamente ou 70 mg uma vez por semana para 0
tratamento da osteoporose (Adami, 1994);

» O risedronato foi aprovado para prevencdo e tratamento da osteoporose na dose
de 5 mg/dia. Na doenca de Paget, a dose preconizada do alendronato e do

risedronato ¢ de 40 e 30 mg/dia, respetivamente (Siris, 1981).

» O pamidronato pode ser utilizado para o tratamento da hipercalcemia e da
doenca de Paget na dose de 60 mg por infusdo endovenosa, divididos em duas

tomadas, com intervalos de uma semana (Altam, 1973).



1.1.6 Acao antitumoral dos bisfosfonatos

Vérias pesquisas demonstraram que 0os BPs também possuem efeito em outras células
além dos osteoclastos, incluindo células tumorais. Ja existe uma quantidade
consideravel de dados in vitro demonstrando que os BPs tém acg8o citostatica, induzem
apoptose e inibem a adeséo e a invasividade de células tumorais (Tabela 2), interferem
no processo metastatico, tém efeito na secrecdo de factores de crescimento e citoxinas e

inibem a angiogenese tumoral (Green, 2000).

Tabela 2 — Trabalhos pré-clinicos sobre a a¢do anti-tumoral dos bisfosfonatos em linhagens de
celulas tumorais (Vasconcellos et al., 2003).

Van der Pluijim et al., 1996 Cancro da mama Inibicdo da adeséo celular
Boissier et al., 1997 Cancro da mama e da prostata Inibicdo da adeséo celular
Shipman et al., 1997, 1998 Mieloma Mdiltiplo Inducéo da apoptose

Stearns, 1998 Cancro da prdstata Inducéo da invasividade celular
Aparicio et al., 1998 Mieloma Mdiltiplo Inducéo da apoptose

Tossone et al., 2000 Miolema Multiplo Inducdo da apoptose

Fromigue et al., 2000 Cancro da mama Inducéo da apoptose

Boisser et al., 2000 Cancro da mama e da préstata Inducdo da invasividade celular
Senaratne et al., 2000, 2002 Cancro da mama Inducéo de apoptose

Jagdev et al., 2001 Cancro da mama Inducdo da apoptose
Sonnemann et al., 2001 Osteossarcoma Inibicdo da poliferacéo

Os resultados de uma série de estudos recentes revelam que os BPs possuem efeito anti-
tumoral em diferentes tipos de neoplasias e que 0 mecanismo de acdo destes farmacos
também pode ser diverso, incluindo inibicdo da proliferacdo celular, indugdo de
apoptose, inibicdo da adesdo e da invasividade celular, inibicdo da angiogenese e efeitos
na secrecdo de fatores de crescimento e citocinas pelo micro-ambiente tumoral. Um
entendimento mais profundo e completo sobre os mecanismos pelos quais os BPs
influenciam o potencial metastatico ou induzem a apoptose podem sugerir

possibilidades terapéuticas novas e seletivas.



1.1.7 Obtencéo de Bisfosfonatos
1.1.7.1 Sintese de Bisfosfonatos

A maioria dos BPs descritos atualmente na literatura com aplicacfes terapéuticas sao
hidroxibisfosfonatos. Outro grupo de bisfosfonatos com algum relevo é o grupo os

aminobisfosfonatos.

A primeira sintese do hidroxibisfosfonato foi realizada por Von Baeyer e Hofmann
(Von Baeyer, 1897; Lecouvey, 2000), e remonta ao ano de 1897. Estes investigadores
sintetizaram e caracterizaram pela primeira vez o etidronato (Figura 8) a partir de
agentes acilantes e fontes de fosforo (111); tendo este, constituido o primeiro derivado do
acido 1-hidroxibisfosfonico e serviu de incentivo para o desenvolvimento de outras vias

sintéticas para a obtencédo deste tipo de compostos (\Von Baeyer, 1897).
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Figura 8 — Sintese do etidronato (adaptado de Wada, 1971).

Séo varios 0s processos descritos para a sintese dos BPs, embora sejam geralmente

obtidos por dois métodos de sintese principais.

O método mais comum envolve a reacdo de um acido carboxilico com o acido fosforoso
ou &cido fosforico na presenca de tricloreto de fosforo, seguida de hidrolise (Figura 9).
Este método destaca-se pela simplicidade e baixo custo. Além disso, a presenca de
solvente ndo é um factor determinante para a evolugdo quimica da reacdo (Jaeggi, 1990;
Kieczykowski, 1995; Lecouvey, 2000).
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Figura 9- Método para obtencéo de bisfosfonatos (adaptado de Kieczykowski, 1995).

Contudo, sendo eficiente para substratos alifaticos, este tipo de sintese requer condi¢bes
acidas fortes e altas temperaturas, tornando-se inutil em reagdes que envolvam reagentes
sensiveis e substratos polifuncionais. Por outro lado, a mistura reacional inicial é
formada por uma solucgéo viscosa que € cada vez mais espessa a medida que a reacao
avanca, inviabilizando a agitacdo a partir de um determinado ponto. Este factor torna o
aumento de escala problemético. Para tentar ultrapassar este problema utilizam-se
solventes inertes, como por exemplo o clorobenzeno (Bosies, 1998; Jaeggi,1992;
Guenin, 2004; Kieczykomski, 1995).

Uma modificacdo valida do processo para aplicacdo industrial foi conseguida por
Kieczykowski (Kieczykowski, 1995), que ao utilizar no processo como solvente o acido
metanossulfonico, conseguiu manter o meio reacional fluido, obtendo-se assim uma
maior percentagem de conversdo do acido carboxilico no respectivo acido bisfosfonico.
Esta alteracdo permite a obtencdo de BPs de segunda geracdo partindo dos respectivos
aminoacidos com bons rendimentos (por exemplo, o pamidronato e o alendronato)
(Kieczykowski, 1995).

O primeiro método de sintese dos 1-hidroxi-1,1-bisfosfonatos na forma éster, pela
adicdo catalitica a um dialquilacilbisfosfonato, foi descrita em 1956 (McConnel, 1956).
No entanto, seis anos mais tarde, estudos de *'P e 'H-RMN, demonstraram que 0s
compostos sintetizados ndo eram 1-hidroxi-1,1-bisfosfonatos na forma éster mas sim
compostos isomeéricos que continham duas ligacbes carbono-fésforo quimicamente
diferentes (Fitch, 1962).

O outro método descrito na literatura (Lecouvey, 2000) envolve a sintese de tetraéster
de bisfosfonatos por reagdes de Michaelis-Arbuzov a partir de um ataque inicial do
trialquilfosfito a um cloreto de acido, seguido do ataque nucleofilico do dialquilfosfito

ao carbono electrofilo do a-cetofosfonato. Os tetraésteres de bisfosfonato podem entéo



sofrer desalquilacdo por hidrélise em meio acido em HCI ou brometo de trimetilsililo
seguida de metanolise (Lecouvery, 2000; Guenin, 2004). Este método (Figura 10)
apresenta uma desvantagem, pois os tetraésteres de bisfosfonato sdo instaveis em

condicdes basicas e térmicas (Lecouvey, 2001; Guenin, 2004).
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Figura 10- Método indirecto para obtencdo de bisfosfonatos (adaptado de Lecouvey, 2000)

O tetraéster 1-hidroxi-1-metilbisfosfonato (Figura 10), que foi inicialmente estudado
por McConnell e Coover (McConnell, 1956), encontra-se amplamente descrito na
literatura (Turhanen, 2000; Bentzen, 1982; Ruel, 1995). Para além do processo de
sintese ja descrito, encontram-se outros como a reacdo de Michaelis-Becker (Figura 11)
que permite a sintese num s6 passo do éster bisfosfonico. A sintese de 1-hidroxi-1,1-
bisfosfonatos pela adi¢do de anides de dialquilfosfito de potassio a cloretos de acilo ja
foi referida por Pudovik em 1963 (Pudovik, 1963). A reacdo do anido dialquifosfito ao
cloreto de acilo, a baixa temperatura, origina 1-hidroxi-1,1-bisfosfonatos de tetraalquilo
(Lecouvey, 2000). Esta reacdo envolve a formacdo de véarios intermediarios
condensados, € sO na presenca de condi¢Bes reacionais extremas é que se consegue a

conversdo dos reagentes no acido bisfosfonico (Lecouvey, 2000; Ruel, 1995).
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Figura 11- Reacdo de Michaelis-Becker para obtencdo de bisfosfonatos (adaptado de Lecouvey,

2000).

Uma modificacdo recente destes métodos consiste na reacdo “one pot”, descrita por
Lecouvey (Lecouvey, 2000; Lecouvey, 2001; Guenin, 2004), partindo de um cloreto de
acilo e de tris(trimetilsilil)fosfito, com subsequente hidrélise em metanol. O interesse
deste procedimento reside no facto de poder ser usado com substratos alifaticos e
aromaticos e permitir a obtencéo de acidos bisfosfénicos com condi¢cdes mais suaves e

menos tempos de reacdo e com elevados rendimentos e grau de pureza (Guenin, 2004;

Lecouvey, 2001) (Figura 12).
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Figura 12- Método de Lecouvey para obtencdo de acidos bisfosfonicos (adaptado de Lecouvey,

2001).

1.1.7.2 Purificagéo dos Bisfosfonatos

A sintese de BPs é geralmente mais simples que a sua purificacdo. Apesar de 0s

esquemas procedimentais serem aplicados com relativa facilidade, a obtencgéo final de

um bisfosfonato puro e de cor branca é extremamente dificil.




Os BPs sdo compostos estaveis quando se encontram puros, mas decompbdem-se
rapidamente na presenca de impurezas. Os bisfosfonatos ndo podem ser purificados por
cromatografia, a Unica via disponivel de separacdo e purificacdo é a precipitacdo, onde

as impurezas ficam dissolvidas na solucéo e o precipitado fica rico em bisfosfonato.

Diversos métodos s&o encontrados na literatura, mas os mais recorrentes sdo a
precipitacdo em misturas como agua e metanol (Widle, 2002; Takeuchi, 1993) e agua,
metanol e acetona (Takeuchi, 1993). As lavagens em diversas solucdes faz com que a
obtencgéo dos bisfosfonatos puros seja demorada, pois apesar das reacGes levarem cerca
de um dia a estarem completas, o processo de purificacdo pode levar diversos dias e

provocar grandes perdas de composto.

1.1.7.3 Bisfosfonatos derivados do indazole

Os indazoles constituem uma importante classe de compostos heterociclicos que
apresentam propriedades bioldgicas interessantes, como anti-depressivas, anti-
inflamatorias, analgésicas e anti-piréticas, anti-tumorais, anti-anémicas e atividades
anti-HIV. O sistema aromatico do indazole também estd presente em diversos outros
compostos como herbicidas, tintas e adocantes. Apesar de todas as aplicacdes dos
derivados de indazole, a quimica do préprio indazole mantém-se pouco estudada
quando comparada com outros compostos heteroaromaticos como o indole ou o

benzimidazole (Teixeira, 2006).

O indazole 1 (Figura 13) apresenta um sistema aromatico heterociclico, constituido por
10 eletrdes 7, o qual pode ser descrito como resultante da fusdo do anel benzénico com
0 anel pirazole nas posicdes C4/C5. Desta condensagdo resulta a diminuicdo da
aromaticidade do nucleo do pirazole. O indazole apresenta caracteristicas da piridina e
do pirrole e a sua reatividade reflecte este comportamento duplo (Teixeira, 1999;
Elguero, 1984; Teixeira, 2006).

O sexteto aromatico do nucleo do pirazole do 1H-indazole é completado pela
deslocalizacdo do par de electrdes do atomo de azoto N-1, como no pirrole.
Consequentemente, este par de electrbes ndo esta disponivel para a coordenagdo. Em
contraste, o par de electrdes do atomo de azoto N-2 ndo é necessario para completar o



sexteto de electrdes aromaticos. Como na piridina, este par de electrdes esta disponivel
para coordenar no mesmo plano do heterociclo aromatico formando complexos o-

coordenados sem perturbar a aromaticidade do anel (Teixeira, 1999; Elguero, 1984).

O anel de indazole contém dois 4tomos de azoto e apresenta tautomerismo anelar
(Figura 13) correspondentes a ligacdo do NH que ocorre no atomo N-1 ou no 4&tomo N-
2. Devido a diferenca em energia entre os tautdmeros, o tautbmero-1H predomina no
estado gasoso, em solucdo e no estado sélido, e os seus derivados sdo usualmente mais
estaveis termodinamicamente do que os derivados 2H correspondentes (Bouchet, 1977;
Elguero, 1995; Teixeira, 2006; Schmidt, 2008), enquanto que 0s isomeros N-2 sdo

favoraveis cineticamente (Teixeira, 2006; Schmidt, 2008).

Figura 13 — Tautomerismo anelar do indazole 1.

Diversos estudos sobre a alquilacdo do 1H-indazole revelam que a acidez ou basicidade
do meio, 0 uso de solventes proticos ou aproticos, ou os efeitos estereogquimicos e
electrénicos afectam a razdo entre isdémeros alquilados N-1 e N-2 formados (Teixeira,
2006).

A espetroscopia do RMN ¢é bastante Gtil para atribuir as estruturas dos isémeros N-1 e
N-2 substituidas dos indazoles, pois os espetros de *H e *C-RMN dos dois isémeros s&o
geralmente diferentes, capazes de serem utilizados como ferramentas de diagnostico
para estabelecer a posicdo em que se ocorre a substituicdo. A espetroscopia de B¢
RMN ¢ geralmente 0 melhor método para estabelecer esta atribuicdo (Teixeira, 2006;
Schmidt, 2008).



1.2. Atividade biologica de novos compostos

1.2.1 Farmacos e ambiente

A evolucdo humana trouxe, de maneira direta e indireta, uma enorme gama de agentes
poluentes aos cursos naturais de agua, inclusive a parcela subterranea do meio. Os
farmacos representam um grupo de contaminantes ambientais emergentes com elevada
persisténcia nos ambientes aquaticos. A presenca destes compostos xenobioticos pode

gerar uma série de efeitos adversos agudos e crénicos em organismos aquaticos.

Somente nos ultimos anos a introducdo dos farmacos no ambiente emergiu como um
topico importante da pesquisa (Daughton e Ternes, 1999; Kirsch et al., 2003). Varios
estudos, do meio da década de 1990 até hoje, tém-se concentrado na ocorréncia e na

distribuicdo dos farmacos humanos e veterinarios no ambiente.

Atualmente sdo registadas 100.000 substancias quimicas diferentes na Unido Europeia,
dos quais 30.000 destes produtos sdo comercializados em quantidades maiores que uma
tonelada (Giger, 2002). Entre eles, estdo os compostos farmacéuticos, que nos ultimos
anos foram classificados como contaminantes ambientais emergentes. O constante
progresso da medicina faz com que novos medicamentos com novas substancias activas
sejam disponibilizados no mercado para o tratamento de animais e humanos. Os
produtos farmacéuticos representam mais de 4.000 moléculas em 10.000 especialidades
diferentes (Giger, 2002).

Os residuos dos farmacos que sdo contaminantes do ambiente, incluem os seus
metabolitos e conjugados, excretados principalmente na urina ou fezes. Estes compostos
entram nos sistemas de tratamentos municipais de esgoto onde podem ser degradados,
adsorvidos ao lodo do esgoto, ou diluidos eventualmente na dgua de superficie. Mesmo
os farmacos que possuem tempo de meia-vida curtos sdo passiveis de causar exposigdes
cronicas devido a sua introducdo continua no ambiente. Mesmo se a concentragao de
alguns farmacos encontrados no ambiente for baixa, a combinacdo deles pode ter efeitos

pronunciados devido ao mecanismo de acéo sinergica (Reis et al., 2007).



1.2.2 Ensaios de toxicidade

1.2.2.1 Consideracdes gerais

Toxicidade é a capacidade, inerente a um agente quimico, de produzir danos aos
organismos vivos, em condi¢Ges padronizadas de uso. Uma substancia muito toxica
causara dano a um organismo se for administrada em quantidades muito pequenas,
enquanto que uma substéncia de baixa toxicidade somente produzira esse efeito nefasto
qguando a quantidade administrada for muito grande (Sam, 1993).

Os efeitos da exposicdo aguda a uma substancia quimica geralmente sdo diferentes dos
que ocorrem depois da exposi¢do subaguda ou cronica. A exposicdo aguda ocorre
quando a dose for administrada de uma sé vez. A exposic¢do crdnica tende a envolver
quantidades pequenas da substancia e periodos longos de tempo, geralmente levando a
acumulacdo lenta do composto quimico no organismo. A avaliacdo dos efeitos toxicos
cumulativos tem suscitado um grande interesse, em virtude da exposi¢cdo cronica a
concentragcOes baixas de varias substancias quimicas naturais encontradas no ambiente
(Goodman, 2005).

O estudo da relacdo de dose-resposta ou de dose-efeito € extremamente importante para
os toxicologistas, uma vez que tém como objetivo medidas de prevencdo dos efeitos
nocivos a salde da exposicdo a uma agente quimico. E necessario existir disponivel
uma medida quantitativa da relacdo entre a magnitude da exposicdo ao agente quimico e
0 tipo e grau de resposta numa populagio exposta a esse agente. E somente com base
nessa relacdo gque se pode, seguramente, permitir uma dose toleravel do agente nocivo,
em algum nivel acima do zero, de tal modo que uma fracdo significativa do grupo

exposto ndo experimente um indesejavel efeito sobre a saide

Existe uma relacdo de dose-resposta gradativa em determinado individuo e uma relagdo
de dose-resposta quantica para a populacdo. As doses gradativas de um farmaco
administrado a determinado individuo geralmente levam ao aumento da magnitude da
resposta a medida que a dose aumenta. Numa relacdo de dose-resposta quantica, a
percentagm da populacdo afetada cresce a medida que a dose aumenta, sendo uma
relacdo quantica porque o efeito é especificado como presente ou ausente em
determinado individuo. Este fendmeno de dose-resposta quantica é extremamente
importante em toxicologia e usado para determinar a dose letal (DL50) dos farmacos e
outros compostos quimicos (Goodman, 2005).



1.2.2.2 Bioensaio utilizando Artemia salina

Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo marinho da ordem Anostraca. E
considerado um bioindicador devido ao seu reduzido e especifico grau de tolerancia a
um determinado factor ambiental, de modo que apresente uma resposta nitida face a
pequenas variacbes na qualidade do ambiente. Tem sido utilizada em testes de
toxicidade devido a sua capacidade para formar cistos dormentes, fornecendo, desse
modo, material bioldgico que pode ser armazenado durante longos periodos de tempo
(superiores a seis meses) sem perda de viabilidade e sem necessidade de se manter
culturas continuas de organismos, além de ser uma espécie de facil manipulacdo
(Barbosa et al., 2003).

O primeiro trabalho referente ao uso de Artemia salina em bioensaios foi publicado em
1956 e, a partir dai, inameros artigos tém sido reportados na literatura utilizando-se
produtos e toxinas naturais, além de extratos de plantas, e tem sido proposto como teste
padrdo por Vanhaecke e Persoone (Cavalcante et al., 2001).

Assim pelo facto do bioensaio de toxicidade com Artemia salina ser simples, rapido,
sensivel e barato, este consiste na estimativa da concentracdo de uma substancia através
da medida de uma resposta bioldgica, na qual existe apenas um parametro envolvido:
vida ou morte. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade aguda e,
portanto, é considerado como um bom bioensaio preliminar no estudo de compostos
com potencial atividade biol6gica, sendo actualmente aceite pela comunidade cientifica
(Cavalcante et al., 2000).

As artémias sdo consideradas bons bioindicadores uma vez que se desenvolvem numa
vasta gama de aguas, desde salobra a ultrasalina. A sua elevada tolerancia a uma larga
gama de salinidade (10 a 120 g/L™), torna a artémia num animal relativamente facil de
manipular e estudar (Sam, 1993).

Os ovos apresentam uma cor castanha e um diametro de aproximadamente 0,20 mm,
quando colocados em agua salgada artificial eclodem entre as 24 e 48 horas originando
um grande numero de larvas. Estas pequenas larvas tém sido extensivamente usadas no

estudo da toxicidade em muitas variedades de amostras (Rahman, 2001; Sam, 1993).



O estado larval mais comum ocorre entre as 24 e 48 horas apés a sua eclosao, contudo o
estudo da mortalidade das larvas em vérios estados de desenvolvimento também tem
sido usado experimentalmente (Rahman, 2001).

A artémia adulta mede em média 8 mm de comprimento podendo atingir 20 mm em

condicdes ideais.

Outros fatores que influenciam o crescimento das artemias sdo o pH, a luz e o oxigénio
dissolvido. O valor ideal de pH é de 8,0, ja que para valores inferiores a 5,0 ou
superiores a 10,0 a cultura morrerd. O pH da cultura pode ser aumentado com
hidrogenocarbonato de s6dio e diminuido com &cido cloridrico diluido. Outro factor que
influencia o crescimento da cultura € a iluminacdo, podendo utilizar-se uma lampada
normal do tipo “growlight”. Por fim, mas ndo menos importante, ¢ a oxigenacdo da

agua.

1.2.3 Atividade Antioxidante

1.2.3.1 Radicais Livres

Para avaliar a importancia da atividade antioxidante é essencial conhecer 0 mecanismo
de formacgdo de radicais livres e a subsequente degradagdo dos componentes dos
sistemas bioldgicos. Os radicais livres, originados por ganho ou perda de um electrdo ou
mesmo por ruptura homolitica de uma ligacdo covalente, sdo espécies que contém um
ou mais electrdes desemparelhados e, como tal, sdo altamente reativos (Madhavi et al.,
1997; Halliwell et al., 1989).

A molécula de oxigénio é considerada um radical livre, na medida em que apresenta
dois electrbes desemparelhados localizados em diferentes orbitais antiligantes,
permitindo-lhe reagir com outros radicais. Se um electrdo é adicionado a molécula de
oxigénio no estado fundamental, ele deve entdo entrar numa das orbitais antiligantes
produzindo, deste modo, o radical superoxido (O2). A adi¢cdo de mais um electrdo ao
radical superdxido produz, entdo, o anido peroxido (O2).

Os radicais hidroxilo podem, também, ser formados diretamente a partir da reacdo do
ifo Fe?* com o H,0,. O radical hidroxilo é o radical mais reativo que se conhece, pois
ataca e danifica quase todas as moléculas existentes nos sistemas biologicos (Halliwell,
1992).



As células sdo capazes de se defender contra os efeitos prejudiciais das espécies reativas
de oxigénio (ROS) por mecanismos de defesa antioxidante. Em organismos aerobios
saudaveis, os niveis de ROS estdo em equilibrio com o sistema de defesa antioxidante.
Entretanto, o desiquilibrio metabdlico entre a producdo de ROS e o sistema de defesa
antioxidante caracteriza o stress oxidativo celular. Esse desequilibrio pode ser causado
pelos seguintes factores: a diminuicdo da defesa antioxidante causada por mutagdes nos
enzimas de defesa, a diminuicdo da ingestdo de vitaminas e outros constituintes na
dieta, o aumento da producdo de ROS causada por fatores ambientais (fumo, radiacéo,
etc...), 0 excesso de atividade fisica, a ingestdo de gorduras, o consumo de alcool, o

stress fisico e mental, inflamaces e infe¢Ges, entre outros (Halliwell, 1992).

1.2.3.2 Antioxidantes

O estudo de antioxidantes é, nos dias de hoje, um campo essencial na sintese e estudo
de compostos com atividade farmacoldgica (Halliwel, 1992; Mandel, 2004). Os
antioxidantes tém um papel importante na prevencdo e/ou desenvolvimento de varias
patologias degenerativas. Por essa razdo estdo a decorrer estudos para determinar se 0s
antioxidantes podem ser usados na medicina preventiva e na terapéutica, em muitas
doencas incluindo doengas cardiovasculares, cancro, artrite, isquémia cerebral, doencas
de Parkinson e de Alzheimer e mesmo no processo normal de envelhecimento.
Entende-se por antioxidante, 0 composto que € capaz de, em pequenas concentracoes,
quando comparadas com as do substrato oxidavel, retardar ou prevenir
significativamente a oxidacgdo do substrato (Rice-Evans, 1996).

Na industria alimentar os pigmentos e corantes sdo muito usados com o objetivo de
melhorar a apresentacdo do alimento ao consumidor. Podendo ser de origem natural ou
sintética, estes sdo utilizados na producao de alimentos e bebidas no intuito de garantir a
uniformidade da cor e tambem de atribuir coloracdo aqueles originalmente incolores
(Tocchini e Mercadante, 2001). Devido a crescente procura dos consumidores por
produtos naturais, a substituicdo de corantes sintéticos por naturais tem-se tornado
muito interessante na industria alimentar (Mapari, 2009).

Na industria alimentar, os antioxidantes naturais a-tocoferol (vitamina E), S-caroteno e
acido ascobico (vitamina C) e sintéticos BHA, BHT, terc-butil-hidroquinona (TBHQ),

s80 muito usados para aumentar a durabilidade dos produtos. Muitos destes compostos



tém outras funcdes importantes. Por exemplo, os antioxidantes fendlicos, tais como,
BHA, BHT e TBHQ tém propriedades antimicrobianas (Mapari, 2009).

O 4&cido ascorbico, vitamina C hidrossollvel, apresenta uma dualidade de efeitos
(Figura 14). Pode atuar como antioxidante, interagindo rapidamente com radicais
superdxido e hidroxilo, e como pro-oxidante, gerando radicais hidroxilo na presenca de
metais de transicao.

A quercetina é um composto fenolico pertencente a classe dos flavonoides e apresenta
uma potente atividade antioxidante (Figura 14). De facto os flavondides estdo
largamente distribuidos pelo reino vegetal e sdo uma das classes mais importantes de
compostos biologicamente ativos, apresentando atividade antioxidante, antibacteriana,
antiviral, anticancerigena, imunoestimulante, hepatoprotetora e anti-inflamatoria
(Peterson, 1995; Middleton, 1994).

A maior atividade anti-radicalar da quercetina relativamente aos outros flavondides é
devida principalmente & presenca de dois grupos hidroxilo em posi¢do orto no anel
fendlico, havendo outros fatores que contribuem em maior ou menor extensdo para a
sua atividade antioxidante (Yuting et al., 1990; Lien et al., 1999; Korkina e Afanas,
1997).

O acido ascérbico é uma vitamina hidrossolUvel que pode ser sintetizado a partir da D-
glicose ou D-galactose por plantas e muitas espécies de animais com excecdo dos
primatas e de certas aves, e por isso, ela deve ser adquirida pelo Homem a partir da
dieta. Esta molécula pode ser oxidada reversivelmente ao acido desidroascérbico pela
perda de dois atomos de hidrogénio, na presenca de ibes metalicos, calor, luz ou em
condicdes levemente alcalinas (pH acima de 6,0) com perda parcial da capacidade

vitaminica (Ribeiro e Seravalli, 2004).

Por apresentar atividade antioxidante, a vitamina C é a primeira linha de defesa contra
radicais derivados do oxigénio em meio aquoso. Esta vitamina reage diretamente com
superdxidos, radicais hidroxilas e oxigénio singleto. Tem grande importancia fisiologica
devido a sua participacdo em diversos processos no organismo, como formacdo de
tecido conjuntivo, producdo de hormonas e anticorpos, biossintese de aminoacidos e
prevencdo de escorbuto. E considerado um antioxidante fisiologico versatil, pois pode

exercer acdo nos compartimentos intra e extracelulares (Buettner e Schafer, 1997).



Relativamente ao BHT este é produzido a partir do cresol e do isobutileno. O seu uso
foi patenteado e registrado no FDA em 1947 e 1954. O BHT reage com os radicais
livres, retardando a oxidacdo e mantendo as caracteristicas do material a proteger. Em
relacdo ao BHT estudos toxicoldgicos tém demonstrado que os antioxidantes sintéticos
apresentam efeito nocivo ao organismo. O BHT vem sendo relacionado ao
desenvolvimento de doengas pulmonares (Hocman, 1988). A Figura 14 apresenta a
estrutura quimica dos antioxidantes naturais (quercetina, acido ascorbico e -caroteno) e

sintético (BHT) utilizados como padrdes no presente estudo dos bisfosfonatos.

OH

HO. o
OH
OH
aH
i"z'::'zc EI:':"E:I3

OH o

Quercetina

aH CHz

B D}F-CH—C:—OH o _
H BHT terc-Butil-hidroxitolueno

p-caroteno

Figura 14 — Estrutura dos antioxidantes utilizados como padrfes no presente estudo dos

bisfosfonatos.
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1.2.3.3 Determinacédo da atividade antioxidante

Nesse trabalho foi efetuada uma avaliacdo de actividade antioxidante por trés métodos

distintos.

1.2.3.3.1 Método do DPPH

O radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil ou DPPH" é um radical muito comum para a
determinacéo da atividade antioxidante de alguns compostos.

Varias sdo as técnicas descritas para a determinagdo desta atividade. O radical DPPH" é
solivel em metanol, etanol ou DMSO; estas solucBes apresentam coloracéo violeta e
com um méaximo de absorvéncia a A= 517 nm. O método consiste na determinacao por
espetrometria de ultravioleta-visivel, a este comprimento de onda, da diminui¢do de
absorvéncia ao longo do tempo, devido a reducdo deste radical pelo composto
antioxidante. Esta diminui¢do da absorvéncia traduz a maior ou menor capacidade anti-
radicalar das substancias em estudo, a qual é proporcional ao nimero de electrGes
captados.

A reacdo de reducdo do radical DPPH" é efetuada por captacdo de um atomo de
hidrogénio dos compostos em estudo, formando um outro radical, e originando a forma
reduzida DPPH-H, como se encontra na seguinte reacdo descrita em (1). Esta reacéo
promove a alteracdo de coloracdo passando de violeta escuro a amarelo (Cheng et al.,
2003).

DPPH’ + AH —»DPPH-H + A’ (1)

1.2.3.3.2 Método do p-caroteno/ Acido linoleico

Os carotenoides sdo uma familia de pigmentos sintetizados apenas por plantas e
microrganismos. Nas plantas, desempenham fungdo no mecanismo fotossintético e na
protecdo contra o dano causado por exposi¢do a luz. Frutas e vegetais constituem a
maior fonte de carotendides na dieta humana, presentes como microcomponentes e
responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha destes alimentos (Mangels et al.,
1993). Acredita-se que os carotendides sdo 0s responsaveis pelas propriedades benéficas

de frutas e vegetais na prevencdo de doengas como cancro, doencas cardiovasculares e



determinadas doencas cronicas (Astrorg, et al., 1997; Paiva, 1999). Mais de 600
carotendides foram identificados na natureza. No entanto, aproximadamente 40 estéo
presentes na dieta humana. Destes 40, apenas 20 carotendides tém sido avaliados em
tecidos humanos. E 90% dos carotendides presentes na dieta e tecidos humanos sdo
representados pelo a-caroteno, [B-caroteno, licopeno, luteina e criptoxantina (Rao,
2007).

O B-caroteno € um hidrocarboneto de cadeia longa com 96 &tomos na sua composi¢do
que apresenta alternancia de ligacdes duplas e simples ao longo da cadeia carbonica que

liga as duas extremidades ciclicas presentes na molécula.

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do B-caroteno é baseada na
perda da coloragdo amarela do PB-caroteno em funcdo da reacdo com os radicais
formados pela oxidacgdo do acido linoleico na emulséo. A descoloragdo do -caroteno é
medida pelo decréscimo na absorvéncia inicial e mais lento na presenca de um
antioxidante. Este método é sensivel devido a forte absor¢do do B-caroteno, porém é
mais lento que o método do DPPH, uma vez gque neste método a atividade antioxidante
¢ avaliada pela capacidade de um extrato ou antioxidante inibir o processo de oxidacéo
no sistema, num total de 2 horas (Koleva et al., 2002).

Estudos evidenciaram o B-caroteno como o mais eficiente sequestrador de oxigénio
singleto. O potencial antioxidante do B-caroteno deve-se ao nimero de ligagdes duplas
conjugadas presentes na molécula, proporcionando a este composto alta reatividade
quimica (Duarte-Almeida, 2006).

1.2.3.3.3 Avaliagdo do efeito protetor na hemolise do eritrdcito

Os eritrdcitos estdo equipados com diversos mecanismos bioldgicos de defesa contra o
stress oxidativo (Murakami, 2003), constituido por uma série de compostos
antioxidantes que sdo capazes de prevenir a maioria dos efeitos adversos do stress
oxidativo, principalmente os enzimas catalase, superoxido dismutase, glutationa
redutase e glutationa peroxidase além de um sistema proteolitico que pode hidrolisar
proteinas que sofreram oxidagdo (Murakami e Mawatari, 2003).

Os eritrocitos sdo particularmente susceptiveis a sobrecarga oxidante por estarem

normalmente expostos a altas concentracbes de oxigénio, terem uma membrana



susceptivel a peroxidagdo lipidica, que delimita uma solucdo concentrada de uma
proteina hémica - a hemoglobina - capaz de catalisar a lipoperoxidagdo, e por ndo terem
capacidade de ressintetizar as biomoléculas lesadas. Existem evidéncias da producéo de
ROS no eritrocito pela reacdo de auto-oxidacdo da hemoglobina que gera O, podendo
este originar, secundariamente, espécies mais reativas como o HOe. Os danos oxidantes
provocam a peroxidacdo lipidica e oxidacdo das proteinas eritrocitérias, processos
eventualmente conducentes a hemdlise (Murakami e Mawatari, 2003).

As ROS estdo também apontadas como possiveis responsaveis pelo envelhecimento

eritrocitario.

1.2.4 Atividade antimicrobiana

1.2.4.1 Consideracdes gerais

Os compostos antimicrobianos incluem as classes de antifungicos, antibacterianos e
antivirais com potencialidade ou ja em uso na terapia clinica e na agricultura (Hardman
etal., 1996).

1.2.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos compostos € normalmente determinada por testes de
difusdo em meio solido (Antibiograma) e por determinacdo da concentra¢cdo minima
inibitéria (CMI) do composto para os microrganismos que lhe sdo sensiveis.

Os estudos de difusdo em meio so6lido baseiam-se na avaliacdo da difusdo da substancia
em estudo num meio de cultura so6lido inoculado previamente com um microrganismo,
por medicdo do halo de inibicdo do crescimento, formado a partir do local de aplicacao
do composto em estudo (Naghetini, 2006).

No método da difusdo em disco, inocula-se uma suspensdo padronizada do
microrganismo na superficie do agar e os discos de papel contendo os produtos
antimicrobianos em teste sdo colocados a superficie do meio de cultura. Este método
baseia-se na avaliacdo da capacidade que o composto aplicado num disco de papel a
superficie de um meio de cultura sélido, previamente inoculado com o microrganismo
em estudo, apresenta para inibir o crescimento antimicrobiano. Durante a incubacéo, o
agente antimicrobiano sofre difusdo do disco de papel para o meio solido. Um halo de

inibicdo é formado em redor do disco, onde ndo ocorre crescimento de colonias



microbianas. O diametro do halo de inibicdo € proporcional a quantidade de agente
antimicrobiano presente no disco, a solubilidade do agente, ao coeficiente de difusdo no
meio de cultura sélido e a eficacia global do agente antimicrobiano (Naghetini, 2006).

Os ensaios de atividade antimicrobiana em meio liquido sdo recomendados para a
determinagdo da CMI, definida como a menor concentragdo do agente antimicrobiano
capaz de inibir completamente o0 crescimento do microrganismo em tubos
(macrodiluicdo) ou microplacas (microdiluicdo) (NCCLS, 2003). Nestes ensaios em
meio liquido as substancias a serem testadas sdo adicionadas em diferentes
concentracbes a um meio de cultura liquido, previamente inoculado com o
microrganismo. Apos incubagéo, o crescimento do microrganismo é determinado pela
leitura visual direta ou turbidimétrica pelo uso de espectrometro num comprimento de
onda apropriado. A resposta do microrganismo € evidenciada pela turvacdo do meio
(Naghetini, 2006). O método de macrodiluicdo € o método mais adequado para testar
qualquer agente antibacteriano e antifingico, sendo o método de referéncia para células

bacterianas e leveduriformes, pelo NCCLS.

Neste estudo foram utilizadas algumas espécies bacterianas que sdo patogénicas para o
homem, causando infe¢des do sistema respiratério, tracto gastrointestinal e urinario,
nomeadamente, seis estirpes Gram — da familia Enterobactereace (Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Salmonella
enteritidis) e uma estipe Gram - da familia Pseudomonaceae (Pseudomonas aeruginosa)
e ainda 2 estirpes Gram + (Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus). As

principais caracteristicas das bactérias em estudo estdo apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3- Descric¢ao das bactérias em estudo (Ferreira, 2000; Hogg, 2005).

Microrganismos

Familia

Espécie

Descricéo

Observacéo
microscopica

Bactérias

Enterobacteriaceae
(Forma de bacilo;
na sua maioria sao

maoveis)

Morganella morganii

S&o anaerobios
facultativos; facilmente
identificaveis nas fezes;

causam infecBes do
tracto urinéario e
pneumonia.

Escherichia coli

Sao anaerodbios
facultativos; habitam o
intestino humano;
provocam pneumonia,
meningite e
gastroentrite.

1_ A e
2 . ‘\."m
_ R -
g N
s ;ftj

Proteus mirabilis

Sé&o anaerobios
facultativos; provocam
infe¢des urinarias e
pneumonia.

Klebsiella pneumoniae

Séo anaerdbias
facultativas; sdo
bactérias encontradas
na superficie da agua;
provocam infecéo
urinaria e pneumonia.

Salmonella enteritidis

Causam patologias
como gastroenterite e
febre entérica.

Pseudomonadaceae

Pseudomonas aeroginosa

Sé&o aerdbios;
provocam infecoes do
sistema respiratorio,
infeccBes nos 0ssos e

cartilagens.

Staphylococcaceae

Staphyloccus aureus

Tém forma esférica;

causam infegGes por S L
pequenos cortes na o 2.0
pele, foliculite, ""..(- "\ g
endocardite e > DPRY
pneumonia, entre
outras.

Enterococcaceae Enterococcus faecalis Sao anaerobios A W L
facultativos; parasitas L ‘f; '
do intestino do homem; S.' & Bo

causam infecbes -,
intestinais e urignérias. ?‘. o“:‘ o g.




No presente trabalho estudou-se a acdo antifingica dos compostos em estudo fase a
alguns fungos leveduriformes patogénicos, cujas principais caracteristicas estdo

descritas na Tabela 4.

Tabela 4- Descricdo das leveduras em estudo (Ferreira, 2000; Hogg, 2005).

Presente na flora intestinal
humana; conhecidas por

Geothricum klebahnii Geotricose;

podem causar infecdes

pulmonares, bronquite.

Leveduras patogénicas,
pertencentes a divisao
Candida parapsilosis Ascomycota; responsaveis por
infeccGes do sistema circulatorio;
causam doencas a nivel do tracto
gastrointestinal.

Leveduras patogénicas; sdo
responséaveis por infe¢des do
Candida krusei sistema circulatério e infecdes
hematologicas.

Fungos
Saccharomycetaceae

Provoca uma doenga designada
de candidiase que ocorre
preferencialmente na pele ou em

Candida albicans mucosas; responsaveis por
infecdes do sistema circulatério.



http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetaceae&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetaceae&action=edit&redlink=1

2- Problematica e Objetivos

2.1 Problematica

Atualmente existe a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, com o
principal objetivo de substituir ou aperfeicoar os ja existentes, de modo a obter menores
efeitos adversos e baixos custos. Tal facto tem impulsionado a comunidade cientifica a
novas e incessantes pesquisas nesta area.

A sintese organica tem contribuido significativamente neste aspecto, sendo responsavel
por cerca de 75% dos farmacos existentes no mercado farmacéutico.

Os bisfosfonatos (BPs) sdo farmacos utilizados como inibidores da reabsorcdo 6ssea e
extensivamente aplicados no tratamento de vérias doencas Osseas. Sdo obtidos
exclusivamente através de sintese quimica. Ao longo da Gltima década tem havido um
melhoramento na estrutura dos BPs de modo a sua atividade farmacologica possuir uma
maior poténcia relativa e menores efeitos secundarios associados, existindo trés
geracOes de BPs. No sentido de aumentar a poténcia relativa e melhorar ou introduzir
novas propriedades farmacoldgicas, tém-se investigado a incorporacdo de novas
moléculas nos BPs, como o indazole. Os indazoles constituem uma importante classe de
compostos heterociclicos que apresentam propriedades bioldgicas interessantes, como
anti-depressivas, anti-inflamatérias, analgésicas e anti-piréticas, anti-tumorais, anti-

anémicas e atividades anti-HIV.

Neste trabalho pretende-se sintetizar novos bisfosfonatos derivados do indazole,
nomeadamente BP3, BP2, BP4, e ainda avaliar os bisfosfonatos IP86, AF 31 e AD 8, de
forma a conhecer estes compostos face ao alendronato (GABA-BP), um bisfosfonato ja
comercializado, relativamente as suas potenciais atividades antioxidante e
antimicrobiana, e a sua toxicidade, a fim de tentar estabelecer uma relagdo entre a

estrutura quimica e a atividade.

2.2 Objetivos gerais

Sintese de bisfosfonatos derivados do indazole e avaliar a sua atividade biologica in
vitro, incluindo as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e a toxicidade em

Artemia salina.



2.3 Objetivos especificos

Sintetizar e purificar:
r Bisfosfonatos derivados do indazole.
Determinar:

» A estrutura dos compostos alvo através de métodos espetroscopicos (RMN).

» O rendimento de sintese dos compostos.

» A toxicidade aguda face a Artemia salina.

» As atividades antioxidantes dos compostos pelo método DPPH, sistema [-
caroteno/acido linoleico e efeito protetor da hemolise na membrana dos

eritrocitos.
Quantificar:

» As atividades antioxidantes dos compostos pelo método DPPH, sistema [-
caroteno/acido linoleico, com determinacédo do IC50.

» A CL50 dos compostos em Artemia salina.

» A atividade antimicrobiana dos compostos, com determinacdo da CMI para as

bactérias patogénicas Gram + e Gram -.
Comparar:

» Os rendimentos obtidos para a sintese dos BPs com a literatura.
» A atividade bioldgica e antioxidante entre os compostos sintetizados.
» A atividade biologica e antioxidante dos BPs derivados do indazole face ao

alendronato (GABA-BP), um bisfosfonato ja comercializado.
Avaliar:

» A atividade antioxidante dos BPs sintetizados.
» A atividade citotoxica para Artemia salina.
» A atividade antimicrobiana dos compostos face a bactérias patogenicas Gram +

e Gram -.



3- Material e Métodos

3. 1 Sintese dos bisfosfonatos

3.1.1 Sintese do &cido [hidroxi-(1H-indazol-3-il)metileno]bisfosfonico BP2

HO_ PO;H,
COOH PO,H,
i) SOCIL, (4 eq.)
N - N
171 i) [(CH3);SiOl3P (2 eq.) 171
H i) MeOH H

Figura 15 — Esquema da sintese do bisfosfonato designado como BP2

Dissolveu-se, sob aquecimento e agitacdo magnética 0,250 g de &cido indazole-3-
carboxilico, em 3,0 mL de cloreto de tionilo (SOCI;). Ap6s duas horas de reacdo,
evaporou-se o0 solvente e secou-se na linha de vacuo. Ao residuo obtido, adicionou-se
5,0 mL de THF pré-seco e 1,0 mL de tris(trimetilsilil)fosfito ([(CH3);SiO]sP), deixando
a mistura reacional em agitacdo sob atmosfera de azoto. Apds uma hora em agitacao,
evaporou-se o0 solvente e adicionou-se 5,0 mL de metanol (MeOH) permanecendo sob
uma atmosfera de azoto.

O residuo obtido foi purificado, adicionando-se-lhe éter e acetona, até a obtencdo de um

solido branco, cujo rendimento foi 94,3%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 7,01 (1H, t, J=7,5, ArH, 5-H), 7,30 (1H, t,
J=8,1, ArH, 6-H), 7,45 (1H, d, J=8,4, ArH, 7-H), 8,28 (1H, d, J=8,1, ArH, 4-H).



3.1.2 Sintese do acido [hidroxi(1-metil-1H-indazol-3-il)metileno]bisfosfonico BP3

HO_ PO3H,
COOH PO, H,
N\ .
N i) socl, _ “n
N ii) [(CH),;S10]P N
Me iii) MeOH Me

Figura 16 — Esquema da sintese do bisfosfonato designado como BP3.

Dissolveu-se, sob aquecimento e agitacdo magnética, 0,250 g de acido 1-metilindazole-
3-carboxilico, em 3,0 mL de cloreto de tionilo (SOCI,). Ao fim de duas horas evaporou-
se o solvente e secou-se na linha de vacuo. Adicionou-se 5,0 mL de THF pré-seco e 1,0
mL de tris(trimetilsilil)fosfito ([(CHs)sSiO]sP), deixando a mistura reacional em agitacao
sob atmosfera de azoto. Apdés uma hora em agitacdo, evaporou-se o solvente e
adicionou-se 5,0 mL de metanol (MeOH) permanecendo sob uma atmosfera de azoto.

O residuo obtido foi purificado, adicionando-se-lhe éter e acetona, até & obtencéo de um

solido branco, cujo rendimento foi 87,68%.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 4,02 (3H, s, NCH3), 7,05 (1H, t, J=7,5,
ArH, 5-H), 7,35 (1H, t, J=8,1, ArH, 6-H), 7,54 (1H, d, J=8,4, ArH, 7-H), 8,29 (1H, d,

J=8,1, ArH, 4-H).



3.1.3 Sintese do acido 1-hidroxi-2-(1H-indazol-1-il)etano-1,1-di-il]bisfosfonico BP4

@E\N i) SOCl, CE\\,N
N N

, ii) [(CH,);SiO]sP |
CH,CO,H iii) MeOH CH,
HO_\_PO;Et,

Y

PO,Et,

Figura 17 — Esquema da sintese do bisfosfonato designado como BPA4.

Dissolveu-se, sob aquecimento e agitagio magnética 0,250 ¢ de é&cido 2-
indazoleacético, em 3,0 mL de cloreto de tionilo (SOCI,). Ap6s duas horas, evaporou-se
o0 solvente e secou-se na linha de vacuo. Adicionou-se 5,0 mL de THF pré-seco e 1,0
mL de tris(trimetilsilil)fosfito ([(CHs)sSiO]sP), deixando a mistura reacional em agitacao
sob atmosfera de azoto. Ap6s uma hora, evaporou-se o solvente e adicionou-se 5,0 mL
de metanol (MeOH) permanecendo sob uma atmosfera de azoto.

O residuo obtido foi purificado, adicionando-se-lhe éter e acetona, até a obtencao de um

solido branco, cujo rendimento foi 95,68 %.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 485 (2H, t Jup=10.2,
NCH,C(OH)(POsH2),), 7,12 (1H, t, J=7,2, ArH, 5-H), 7,37 (1H, dt, J=7,2 e J=0,9,
ArH, 6-H), 7,61 (1H, d, J=8,1, ArH, 7-H), 7,74 (1H, d, J=8,1, ArH, 4-H), 8,12 (1H, d,
J=0,6, 3-H).



3.1.4 Outros bisfosfonatos utilizados

Foram ainda utilizados ao longo deste trabalho os compostos acido [1-hidroxi-3-(1H-
indazol-1-il)propane-1,1-di-il]bisfosfénico (IP86), acido [1-hidroxi-2-(4-fluoro-1H-
indazol-1-il)etano-1,1-di-il]bisfosfonico  (AF31), é&cido [1-hidroxi-2-(5-nitro-1H-
indazol-1-il)etano-1,1-di-il]bisfosfonico (AD8) e o acido (1-hidroxi-4-aminobutano-1,1-
di-il)bisfosfénico (GABA-BP), usado como padrdo, cedidos pela Doutora Fatima
Teixeira, do LNEG (ex-INET]I).

3.2 Determinacéo da toxicidade utilizando o crustaceo Artemia salina

3.2.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi uma solucdo salina que apresenta na sua composi¢do
26,4 g de NaCl, 0,84 g de KCl € 0,17 g de NaHCO3,

Contudo devido as caracteristicas quimicas dos compostos sintetizados, como € o caso
da forte interacdo com os catides divalentes calcio (Ca?*) e magnésio (Mg®") foi
necessaria uma adaptacdo do meio para 0s compostos em estudo.

Os cistos de Artemia salina foram colocados a eclodir em meio salino, na auséncia de
luz, a 24°C, durante 48 horas.

3.2.2 Procedimento

O ensaio foi realizado em placas contendo 24 pogos, onde se colocou 900pL de meio
salino e 100 pL de amostra em cada poco da placa. Aplicou-se 10 artémias em cada

poco da placa; fez-se 6 replicados por concentracao.

Posteriormente incubou-se a placa na auséncia da luz, a 25°C, durante 24 horas e
efectuou-se a contagem do nimero de artémias mortas em cada um dos pogos, a fim de

quantificar o grau de sobrevivéncia.



3.2.3 Preparacao das solugdes dos bisfosfonatos

Para cada bisfosfonato sintetizado foram preparadas solu¢bes com diferentes
concentragdes nomeadamente 3000, 2000, 1500, 750, 500, e 250 mg/L, obtidas

utilizando uma solucdo tampao fosfato (pH 7.0).

Neste bioensaio utilizou-se o dicromato de potassio nas concentracfes 10, 18, 32, 56 e
100 mg/L, como controlo positivo e uma solugdo de dgua do mar (meio salino) como
controlo negativo. Também se testou o tampéo fosfato, dado ser o solvente onde sdo
preparadas as diferentes concentrac6es dos bisfosfonatos.

Tabela 5- Concentrag6es dos compostos utilizados no bioensaio com Artemia salina.

Bisfosfonatos

BP2, BP3, BP4, GABA-BP K,CrO,
[solugéo] [ensaio]ug/mL [solugéo] [ensaio]pg/mL
(mg/L) (mg/L)
3000 300 100 10
2000 200 180 18
1500 150 320 32
1000 1000 560 56
750 75 1000 100
500 50
250 25

Foram elaborados curvas dose-respostas com o auxilio do programa OriginPro 8.

3.3 Determinacéo da atividade antioxidante

Para a avaliagdo da atividade antioxidante dos BPs foram utilizadas trés metodologias
distintas:

- pelo método do radical DPPH que tem por base a reacdo que envolve o radical livre
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), em que os compostos com potencial antioxidante
reagem com o radical livre DPPH e produzem a 1,1-difenil-2-picril-hidrazina.

- pelo método do método do B-caroteno/ acido linoleico, que se trata de um ensaio
espetrofotométrico baseado na oxidacdo do B-caroteno induzida pelos produtos da




degradacdo oxidativa do &cido linoleico, ou seja, este método avalia a atividade de
formacao de radicais livres que sdo originados durante a peroxidagédo do &cido linoleico.
- pelo método do efeito protetor da hemolise do eritrdcito, que visa a avaliacdo da
percentagem de hemolise e de meta-hemoglobina formada, havendo inducdo de stress
no eritrocito incialmente, onde se pretende verificar se 0os BPs ajudam a exercer um

efeito protetor no ericrdcito.

3.3.1 Método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

O estudo da avaliagdo da atividade antioxidante nos compostos sintetizados foi
determinado quantitativamente através de um método fotométrico no qual a reducéo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)  (0,dmM) € quantificada por
espetrofotometria de UV/vis a 490 nm (Choi et al., 2002; Teppe et al., 2007; Duarte-
Almeida et al., 2006).

O ensaio foi realizado em microplaca e em cada poco colocaram-se 30 puL de amostra,

aos quais foram adicionados, 200 uL de uma solu¢do metandlica de DPPH (0,1mM).

A leitura da absorvéncia foi realizada a 490 nm, ap6s 30 min de reacdo a temperatura
ambiente e na auséncia total de luz. Preparou-se um branco, utilizando metanol em vez

de composto. A analise foi feita em triplicado para cada amostra.

A percentagem % de inibicdo da formacdo de radicais livres foi determinada
correlacionando o decréscimo da absorvéncia das amostras com a absorvéncia do

branco, de acordo com a seguinte expressao matematica:

Ab5490 (Branco) — AbS490 (Amostra) 5

%1 = 100

Ab5490 (Branco)

Efetuou-se uma curva de calibracdo com solugdes de acido ascorbico, BHT e

quercetina, no intervalo de concentragdes compreendido entre 1 e 150 pg/mL.

A atividade antioxidante foi expressa em ug equivalentes de acido ascorbico e

quercetina por mL.



Uma forma usual de expressar os resultados do ensaio € calcular a concentracdo de

composto capaz de provocar 50% de inibi¢do de oxidagdo, denomina-se I1C50.

Os padrdes foram preparados em etanol, sendo que para o padrdo BHT foram testadas
concentragdes entre 1 e 150 pg/mL, para a quercetina entre 6,25 e 100 pg/mL e para o

acido ascorbico foram testadas concentragdes entre 1 e 100 pg/mL.

3.3.2 Determinacéo da atividade antioxidante pelo sistema f3- caroteno/acido
linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante foi igualmente realizada por meio de um ensaio
espetrofotométrico baseado na oxidacdo do B caroteno induzida pelos produtos de
degradacdo oxidativa de um 4acido gordo (acido linoleico), método desenvolvido por
Marco (1968) e modificado por Miller (1971).

Foi utilizado como substrato uma emulsido de B-caroteno e acido linoleico. A solugédo
stock foi preparada adicionando-se-lhe 0,5 mg de B-caroteno diluido em cloroférmio (1
mL), ao qual se juntou 25 pL de &cido linoleico e 200 mg de Tween 40 (utilizado como
emulsionante). Posteriormente, o cloroférmio foi evaporado no rotavapor e
seguidamente foi adicionada 100 mL de agua destilada (dgua destilada previamente
saturada em O,, durante 30 minutos com agitacdo vigorosa). Aplicou-se em microplaca
35 pL da amostra e 250 pL de solugdo de B-caroteno/acido linoleico, e fez-se leitura da

absorvéncia do tempo zero (T0) a 490 nm.

As microplacas foram posteriormente colocadas em banho-maria a 50°C e as leituras
subsequentes foram realizadas ap6s 2 horas. Os padrdes utilizados foram o BHT, a
quercetina e o acido ascorbico, tendo sido preparadas solucBes em etanol. Os brancos
foram preparados contendo 250 pL de solucgéo stock e 35 pL de DMSO.
Para o célculo das percentagens de inibicdo da oxidacdo, foram utilizados os seguintes
calculos:

ABranco= Abs 490 nm TOh - Abs 490 nm T2h

AAmostra=Abs 490 nm TOh — Abs 490 nm T2h

%I=(ABranco-AAmostra)/Abranco x 100



Como no metodo anterior os padrdes foram preparados em etanol, sendo que para o
padrdo BHT foram testadas concentragdes entre 1 e 150 pug/mL, para a quercetina entre
6,25 e 100 pug/mL e para o acido ascérbico foram testadas concentragdes entre 1 e 100

pg/mL.

3.3.3 Avaliacgao do efeito protetor na hemolise do eritrécito

Esta técnica permite avaliar qual o efeito que os compostos sintetizados (BPs) exercem
na protecdo do eritrocito quando este € submetido a stress. Deste modo podemos

verificar qual o potencial antioxidante dos compostos.

3.3.3.1 Preparacao e tratamento das suspensdes de eritrocitos

Neste método utiliza-se o sangue de rato Wistar retirado por puncdo cardiaca. Apos a
recolha do sangue, este € colocado em tubos heparinizados. Seguidamente efetua-se
uma centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C, ap0s a qual o sobrenadante é
removido. Ressuspende-se 0s eritrocitos em tampéo fosfato de sédio 25 mM (pH=7,4)
em NaCl 0,9% (p/v). As células sdo lavadas submetendo-as a duas centrifugacdes
sucessivas, retirando sempre o sobrenadante. Posteriormente é ressuspendido 0s
eritrocitos em tampdo de fosfato de sédio 25 mM (pH=7,4) em NaCl 0,9% (p/v), de
modo a obter uma percentagem final dos eritrécitos de 5% (v/v). As suspensfes
eritrocitérias sdo incubadas a 5% com azida de s6dio 2 mM durante 60 minutos a 37°C,

afim de inibir a atividade da catalase.

3.3.3.2 Incorporgéo dos bisfosfonatos nos eritrocitos

Esta etapa tem como objetivo estudar a penetracdo dos compostos no eritrécito e 0s seus

eventuais efeitos antioxidantes.

As suspensdes sdo incubadas durante 15 minutos com o flavondide quercetina (controlo
positivo), e com as amostras de BPs na concentragdo final de 25 uM. E efetuado um

ensaio adicionando-se apenas etanol na percentagem de 0,5 %. As misturas reacionais



sdo centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C, seguidamente € retirado o
sobrenadante, de modo a remover tudo o que ndo é incorporado nos eritrécitos. O
sedimento celular constituido pelos eritrocitos é ressuspendido com tampdo fosfato de
sodio a 10 mM (pH=7,4) em NaCl 0,9%, e é novamente centrifugado nas mesmas
condicdes. Ressuspende-se em igual volume de tampdo fosfato de sddio 25 mM
(pH=7,4) em NaCl 0,9% (p/v). As suspens0es eritrocitarias sao posteriormente expostas

ao estimulo oxidante.

As suspensdes eritrocitarias é-lhe adicionado cloreto de cobre, preparado no proprio dia,
na concentracdo final de 200 uM. As misturas sdo seguidamente incubadas a 37°C com
agitacdo constante. Retiram-se as amostras aos tempos 0, 90, 180 e 270 minutos e estas

sdo analisadas por duas técnicas: determinacao da hemélise e da meta-hemoglobina.

Na preparacdo das amostras € retirado 0,5 mL de cada amostra incubada e adicionado
4,5 mL de tampédo fosfato de sédio 10 mM (pH=7,4), em NaCl 0,9% (p/v) para
obtencdo das suspensdes eritrocitarias. Seguidamente sdo centrifugadas a 2000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Em seguida determina-se a percentagem de hemolise no

sobrenadante e de meta-hemoglobina no sedimento.

A percentagem de hemolise é calculada espetrofotometricamente com base na
absorvéncia do heme libertado a 409 nm. A absorvéncia a 409 nm é equivalente para a
oxi-hemoglobina e produtos da oxidagdo da hemoglobina, usando-se por isso este
comprimento de onda para determinacdo da hemolise. A leitura do sobrenadante é feita
a 409 nm e posteriormente diluiem-se os sobrenadantes, adicionando-se 9,9 mL de agua
destilada a 0,1 mL de amostra reacional e I&-se a absorvéncia a 409 nm; este valor
corresponde a 100% de hemdlise.

A formula utilizada para o calculo da hemolise, expressa percentualmente, é a seguinte:

% Hemolise= AbS 499 nmsobrenadante/ Abs 499 nm dil X100

O sedimento é hemolisado pela adi¢do de 0,6 ml de dgua desionizada, é centrifugado a
2000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Seguidamente € colocado numa couvette agua

desionizada e adiciona-se o sobrenadante gota-a-gota, de forma a obter um valor de



absorvéncia de 0,180 a 525 nm (ponto isosbéstico da oxi-hemoglobina e da meta-
hemoglobina). A este comprimento de onda, obtém-se o valor da hemoglobina total.
Efetua-se em seguida, a leitura da absorvéncia a 630 nm, comprimento de onda em que

apenas a meta-hemoglobina absorve significativamente.

O célculo da percentagem de meta-hemoglobina presente é feito a partir da relacéo entre
as concentracfes de meta-hemoglobina e de hemoglobina total, segundo a seguinte

férmula;

% Meta-Hemoglobina= (Abs 30 nm/ AbS 525 nm )

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Procedeu-se a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos BPs em estudo.
Tendo sido testado também a atividade antimicrobiana para o bisfosfonato alendronato
(GABA-BP), e para 0 DMSO, uma vez que foi o solvente para a preparagdo dos
compostos.

A solucdo inicial de BPs foi de 10 mg/mL que foi dissolvida em DMSO 1:2 (agua) para
0 estudo da actividade pelo método de Difusdo em meio solido. Aplicou-se 5 pL em
cada disco, a quantidade aplicada de BPs por disco foi de 50 pug. Como controlo
utilizou-se 0o DMSO (5 uL/disco).

No ensaio de atividade antimicrobiana em meio liquido, com determinacdo da CMl,
foram utilizadas solucdes com as seguintes concentracdes 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20
mg/mL em DMSO. Como se fez uma diluicdo de 1/20 (100uL de cada solugéo para um
volume final de 2mL, as concentracdes finais dos BPs foram de: 31,5; 62,5; 125; 500;
1000 pg/mL. Os controlos positivo e negativo foram preparados colocando 100 pL de

DMSO em substitui¢do das solucgdes de BPs.

3.4.1 Microrganismos testados

Os microrganismos testados foram as bactérias patogénicas Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,



Enterococcus faecalis, Staphyloccus aureus e os fungos leveduriformes Geotrichum
klebatini, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida albicans.
As estirpes patogénicas em estudo foram isolados clinicos cedidas pelo Laboratério

Flaviano Gusmao Lda. Evora.

3.4.2 Preparacao do inéculo

Os microrganismos foram armazenados em tubos de ensaio rolhados contendo o meio
de cultura adequado, designados por “rampas de crescimento”, onde a cultura é
incubada em condicbes Optimas de crescimento para o microrganismo. Os tubos sdo

armazenados a 4°C durante 1 a 2 meses, dependendo do microrganismo a conservar.

O indculo foi preparado a partir de culturas recentes dos microrganismos em estudo.
Com o auxilio de uma ansa estéril, preparam-se suspensdes em soro fisiologico (NaCl

0,9%) cuja concentracdo é ajustada a 0,5 na escala McFarland.

A escala de McFarland mede o grau de turvacdo da suspensdo bacteriana por
comparagdao com uma solugdo de cloreto de bario. Os valores da escala de McFarland
variam entre 0 e 5 unidades. O valor da escala de McFarland indicado para estudos de
atividade antibacteriana em meio solido (antibiogramas) é 0,5 para bactérias e leveduras
(correspondente a 108 UFC/mL). Se a concentracdo do inéculo for elevada pode ocorrer
ma difusdo do antimicrobiano e aparecer uma zona de inibicdo demasiado grande, e se a
concentracdo do indculo for ideal a difusdo do antimicrobiano é correcta e o disco tem
mais possibilidade de ficar envolvido por uma zona de inibicdo bem definida.
Utilizaram-se discos de antibioticos comerciais como controlo. Os ensaios foram

efetuados em triplicado.

3.4.3 Método de difusdo em meio solido

Neste estudo procedeu-se a preparacdo dos meios de cultura adequados para 0s
microrganismos em estudo: SDA (Sabouraud Dextrose Agar) (Merck) para leveduras e
NA (Nutrient Agar) (Merck) para bactérias. Os meios foram esterilizados em autoclave
a 121°C/15min e armazenados a temperatura ambiente. Posteriormente, procedeu-se a

liquefacdo dos meios e distribuicdo em placas de Petri.



As placas contendo os meios de cultura apropriados séo inoculadas, por espalhamento,
com 10 pL de inéculo. Apds a absorgdo do indculo no meio de cultura, com a ajuda de
uma pinca esteril, colocaram-se trés discos de papel Whatman estéril (@ 6 mm) de
modo equidistante em cada uma das placas. Para cada um dos microrganismos,

procedeu-se a aplicacdo 5 pL de cada um dos compostos em estudo.

Como controlo positivo, para os estudos de atividade antiflngica, utilizou-se a nistatina
(concentracdo 33ug), correspondente a dose terapéutica (1000 Ul) e para os estudos de
atividade antibacteriana utilizaram-se discos de antibidtiocos especificos para cada uma
das estirpes estudadas de acordo com as normas NCLSS (2003). Como controlo ou
testemunha, para cada um dos microrganismos, prepararam-se placas, contendo o
indculo e aplicaram-se discos de papel Whatman estéril, testemunho do crescimento
natural dos microrganismos. Os ensaios foram efetuados em duplicado.

Apo6s incubacgdo das placas numa estufa a 37°C durante 24h e 48h para 0s ensaios
antibacterianos e anti-leveduriformes, respetivamente, procedeu-se a observacdo das
placas para avaliacdo do diametro dos halos de inibicdo formados (mm) e da
uniformidade no crescimento bacteriano. As leituras foram interpretadas de acordo com
os critérios de interpretacdo recomendados pelo NCCLS, por comparagdo com
antibioticos padrao.

3.4.4 Determinacao da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

Neste estudo procedeu-se a preparacdo dos meios de cultura liquidos: SDB (Sabouraud
Dextrose Broth) (Merck) para leveduras e NB (Nutrient Broth) (Merck) para bactérias.
Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 minutos e armazenados

a temperatura ambiente.

Para determinacdo do valor de CMI, preparam-se solu¢des em tubos de ensaio estéreis,
com 900 pL de meio de cultura, 100 pL de solucdo de cada um dos BPs em DMSO e
1000 pL indculo, para cada uma das concentracbes de BPs em estudo e para cada
microrganismo.

Como controlo positivo, preparou-se uma mistura de 100 pL de DMSO, 900 pL de
meio de cultura e 1000 pL de inéculo. Como controlo negativo preparou-se uma



solugdo contendo 100 pL DMSO, 900 pL de meio de cultura e 1000 pL de soro
fisioldgico.
As suspensdes microbianas foram incubadas em agitador orbital a 37°C durante 24h e

48h, para a cultura de bactérias e leveduras, respetivamente.




4- Resultados e Discussao

4.1 Sintese dos compostos

O presente trabalho visou a sintese de bisfosfonatos derivados do indazole. O
procedimento de sintese utilizado foi baseado no método descrito por Leucouvey
(Lecouvey et al., 2000).

A reacdo baseia-se na preparacdo dos cloretos de acilo in situ, por reacdo dos acidos
carboxilicos com o cloreto de tionilo. Posteriormente o cloreto de acilo reage com
tris(trimetilsilil)fosfito e logo apds ocorre a metandlise. Os BPs sdo obtidos com a

evaporacdo da fracdo volatil (Figura 18).
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Figura 18- Sintese de BPs por meio da reacdo entre o cloreto de acilo e o

tris(trimetilsilil)fosfito (adaptado de Leucovery et al., 2001).

Esta reacdo possui inumeras vantagens destacando-se: condi¢des mais brandas do
sistema reacional, maiores rendimentos obtidos e menores tempos de reacdo. Por outro
lado, observam-se algumas desvantagens: alto preco do reagente tris(trimetilsilil)fosfito
e dificuldade de se encontrar comercialmente diferentes cloretos de acilo (sendo
necessaria a preparacdo dos mesmos) (Leucovery, 2001).

A preparacdo de cloretos de acilo é bastante conhecida na literatura e consiste na reagao
entre um acido carboxilico e o cloreto de tionilo (Figura 19). Entretanto, isso representa
uma nova etapa na sintese dos BPs, acarretando, principalmente, reducdo do rendimento

total e dispéndio de tempo.
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Figura 19- Sintese de cloretos de acilo (adaptado de Vogel, 1951).

Os compostos sintetizados apresentaram o seguinte rendimento: BP2 n=94,30%, BP3
n=87,68% ¢ o BP4 11=95,68%, similares aos descritos na literatura (Teixeira, 2009;
Teixeira, F .C., Teixeira, A.P.S., manuscrito em preparagéo)

Os compostos sintetizados foram BP2, BP3 e BP4 (Figura 20), os quais foram
caracterizados e identificados por *H RNM (Teixeira, 2009; Teixeira, F .C., Teixeira,

A.P.S., manuscrito em preparacao).

Estrutura quimica dos compostos sintetizados
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Figura 20- Estrutura quimica dos compostos sintetizados e utilizados no estudo.
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Para além dos BPs sintetizados foram utilizados outros BPs nos ensaios de avaliacdo da
atividade bioldgica e antioxidante, a sua estrutura quimica encontra-se nas Figura 21 e
22.
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Figura 21- Estrutura quimica do Alendronato (GABA-BP), bisfosfonato comercial, utilizado como

controlo.
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Figura 22 - Estrutura quimica dos outros BPs utilizados no estudo.




A estrutura do bisfosfonato influencia diretamente a sua propriedade anti-reabsortiva;
esta dependente de duas propriedades estruturais distintas. A estrutura central P-C-P e 0
grupo R; sdo determinantes para a maior ou menor afinidade do composto a
hidroxiapatite, componente mineral do 0sso, enquanto a cadeira R, é responsavel pela
acao biologica destes compostos (Pecherstorfer, 2000). Neste estudo a cadeia R; €
sempre um grupo OH e a cadeia R, possui sempre um anel de indazole substituido em
diferentes posicOes e com cadeia lateral com diferentes dimensdes.

Os compostos que conttm um &tomo de azoto priméario, como por exemplo o
alendronato, sdo mais potentes que os BPs que ndo apresentam atomos de azoto na sua
constituicdo. Os BPs que contém atomos de azoto num ciclo, tém apresentado ainda

maior atividade.

Assim, procedeu-se a sintese deste novo grupo de compostos, os bisfosfonatos
derivados do indazole. Como a prépria estrutura do indazole apresenta dois a&tomos de
azoto no anel aromatico, é expectavel que os compostos apresentem elevada poténcia

comparados aos atuais.

4.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Na determinagéo da atividade antioxidante in vitro, utilizaram-se distintas metodologias
descritas na literatura, nomedamente o metodo 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
metodologia descrita por Brand-Williams e Berset (1995), e o sistema B-caroteno/acido
linoleico método desenvolvido por Marco (1968) e modificado por Miller (1971), que
emprega lipidos como substrato, baseando-se na descoloragdo do B-caroteno induzida

pelos produtos da degradacao oxidativa do acido linoleico.

4.2.1 Método do radical DPPH

Na avaliacdo da atividade antioxidante por este método, o radical livre DPPH’ reage
com o antioxidante, convertendo-se a sua forma reduzida. Nessa reacdo, a solucao

metandlica de DPPH, inicialmente de coloracéo violeta, torna-se amarela (Figura 23); o



grau de descoloracao é monitorizado através do espetrofotometro, indicando deste modo

a capacidade do antioxidante em sequestrar o radical livre.

A reacdo de reducdo do radical DPPH" é efetuada por captacdo de um atomo de
hidrogénio dos compostos em estudo, formando um outro radical, e originando a forma
reduzida DPPH-H.

Figura 23 - Molécula de DPPH: A — na forma de radical livre estavel; B — na forma de ndo
radical (adaptado de Abdalla et al., 1999).

Para a validagdo do método do radical DPPH foram testados os niveis de inibicdo da
descoloracdo do DPPH dos padrbes utilizados nomeadamente pelo antioxidante
sintético BHT, e pelos antioxidantes naturais quercetina e acido ascorbico, aplicados
como controlo positivo para comparagdo com as amostras esses resultados encontram-se

no Anexo I, Figura l, Il e I11.

Face aos padrdes utilizados neste ensaio tanto a quercetina que é um composto fendlico
que apresenta uma potente atividade antioxidante, uma vez que possui na sua estrutura
quimica grupos que conferem as propriedades antioxidantes que estdo representados na
Figura 24; 0 mesmo se verificou relacdo ao BHT é um composto organico lipossoltvel
e antioxidante usado na industria alimentar com o cédigo E321, que apresenta as suas
propriedades conservantes. Assim, tal como em relacdo ao acido ascorbico, por este
método, os BPs ndo apresentaram bons valores para actividade antioxidante

comparativamente aos valores dos padrdes utilizados.
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Figura 24- Estrutura quimica da quercetina, com indicacdo dos grupos que conferem a
propriedade antioxidante (adaptado de Williams, 2004).

Os valores de percentagem de inibicdo de oxidagdo do padrdo quercetina, existindo
linearidade entre as concentracdes de 2,5 a 50 pg/mL quercetina, apresentando um valor
de r* de 0,9974, tendo-se obtido um valor de IC50 de 32,2 pg/mL (Anexo I, Figura I).

A Figura 25 ilustra a reacdo quimica entre o BHT e o radical DPPH’, onde o BHT vai

ceder um electrdo (H"), ao radical DPPH.
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Figura 25- Reacao quimica entre o BHT e o radical DPPH’ (adaptado de Hocman, 1988).

Os valores correpondentes a percentagem de inibicdo de oxidacdo do BHT.
Apresentaram linearidade entre as concentracGes de 12,5 a 400 pg/mL. BHT, com um
r’= 0,9828, tendo-se obtido um valor de IC50 de 381,6 ug/mL (Anexo I, Figura I1).

Na reacdo de oxidacdo do acido ascorbico inicialmente ocorre a perda de dois &tomos de
hidrogénio (H") em dois grupos hidroxilo (OH), levando hé a formag&o de um composto
intermediario, o radical ascorbilo. No local onde houve esse perda dos atomos de

hidrogénio, forma-se duas duplas ligagdes entre o oxigénio e o carbono presentes (C=0)



originando o produto final da oxidacdo, o acido desidroascérbico como é demonstrado

na Figura 26.
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Figura 26- Esquema da reagdo de oxidagao do acido ascorbico a &cido desidroascorbico, com a
formacéo do radical ascorbilo como composto intermediario (Buettner e Schafer, 1997).

Relativamenta ao &cido ascérbico os valores de percentagem de inibicdo da oxidacéo,
verfica-se que existe linearidade entre as concentracdes de 1 a 50 pg/mL de &cido

ascorbico. O valor obtido IC50 correspondeu a 30,4 pg/mL (Anexo I, Figura I11):

Neste ensaio foram utilizados diferentes padrdes, com diferentes mecanismos de acéo
na atividade antioxidante, de modo a tentar compreender melhor o funcionamento dos
BPs que sdo lipossoluveis como o BHT mas contrariamente ao &cido ascérbico que é
hidrossoltvel. Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de IC50 obtidos para os
diferentes padrdes, pelo método do radical DPPH.

Tabela 6 - IC50 dos padrdes pelo método do radical DPPH.

IC50 [1ug/mL

Quercetina 32,2
BHT 381,6
Acido ascorbico 30,4

Os compostos BPs estudados apresentam baixa capacidade na captacdo de radicais
livres, com valores de inibicdo de oxidacdo de 2 a 7% para concentracdes de 50 e 100
pg/mL ndo se tendo observado também linearidade na resposta de inibicdo de oxidagdo
para concentragcBes superiores, parecendo haver algumas interferéncias na reacao,

possivelmente relacionadas com a solubilidade dos compostos.




Na Figura 27 séo apresentados os valores de inibicdo de oxidacdo (%) dos BPs pelo
método do radical DPPH. Assim, ndo foi possivel calcular o valor de IC50 pelo método
do radical DPPH, para os compostos sintetizados. O principio do funcionamento deste
método é a reacdo de reducdo do radical DPPH’ pela captacdo de um atomo de
hidrogénio de modo a formar outro radical, e originar a forma reduzida DPPH-H. Os
resultados obtidos por este método sugerem que os BPs ndo atuam preferencialmente

pela cedéncia de atomos de hidrogénio.

Os compostos sintetizados apresentam uma atividade antioxidante muito baixa por este
método, a maior percentagem de atividade antioxidante foi apresentada pelos
bisfosfonato BP2 e BP3, sendo que a inibicdo méaxima foi cerca de 7% para as

concentragdes de 100 pg/mL para ambos.

% Atividade Antioxidante
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Figura 27 — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidacdo) dos BPs pelo método DPPH.

Os valores correspondem a média de 6 replicados.

Apesar dos compostos BPs apresentarem uma baixa capacidade na redugdo do radical
DPPH, com excegdo do AF-31, os restantes BPs em estudo apresentaram uma maior
atividade antioxidante pelo método do DPPH do que o alendronato (GABA-BP),

composto padréo.

Nas Figuras seguintes apresentam-se valores de atividade antioxidante expressas em

acido ascorbico e quercetina (Figura 28 e 29).
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Figura 28 — Atividade antioxidante dos BPs pelo método DPPH, expressos em equivalentes de
de &cido ascorbico (pg/mL).
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Figura 29 — Atividade antioxidante dos BPs pelo método DPPH, expressos em equivalentes de

quercetina (pg/mL)

Pinelo et al. (2004) pelo método do radical DPPH mostraram no seu estudo que a
adicdo de compostos fenolicos em sistemas complexos nem sempre promove um efeito
positivo na capacidade antioxidante do sistema, pois foi observado um efeito de
sinergismo negativo entre os trés compostos fendlicos (catequina, resveratrol e




quercetina). Alguns estudos referem que os compostos antioxidantes presentes no
extrato polar (antioxidantes hidrofilicos, entre eles os compostos fendlicos) sdo mais
eficazes que os antioxidantes apolares, também referidos como lipofilicos (como os
tocoferdis e carotendides) na captacdo do radical. A captagdo média dos extratos
apolares variou entre 18,6 e 32,2%, enquanto a captacdo média dos extratos polares
variou entre 48,1 e 88,9%.

Pinilla et al. (2005) testaram a atividade antioxidante de uma mistura de tomate, pepino,
pimentdo verde, cebola e alho. Foram testadas as fracdes lipofilica e hidrofilica e as suas
capacidades de captacdo do radical DPPH. Os seus resultados foram condizentes com 0s
do estudo anterior de (Pinelo, et al. 2004), ou seja, a fracdo lipofilica da mistura
(compostos apolares) apresentou atividade bastante inferior a hidrofilica (compostos

polares) neste teste.

4.2.2 Método p-caroteno/Acido linoleico

No sistema B-caroteno/acido linoleico como padrdes, a semelhanca do procedimento
utilizado no método do radical DPPH, utilizou-se o antioxidante sintético BHT, e os
antioxidantes naturais quercetina e acido ascarbico.

Os valores de percentagem de inibicdo da oxidagdo da quercetina, observa-se
linearidade entre as concentracfes de 6,5 a 40 pg/mL de quercetina, apresentando um
valor de r? de 0,9797. Para a quercetina foi obtido um valor de IC50 de 33,5ug/mL
(Anexo I, Figura IV).

Relativamente os valores de percentagem de inibicdo da oxidacdo do acido ascorbico,
observa-se linearidade entre as concentracdes de 1 a 8 pug/mL de &cido ascoérbico, o
valor de R? foi de 0,9833. Para o 4cido ascorbico o valor 1C50 foi de 7,9 pg/mL (Anexo
I, Figura VI).

Posteriormente os valores de percentagem de inibicdo da oxidacdo do BHT, verifica-se
que existe linearidade entre as concentragdes de 1 a 6 pg/mL de BHT, apresentando um
valor de R? de 0,9738 tendo-se obtido um valor de 1C50 de 3,7 ug/mL (Anexo I, Figura
V).

Os compostos sintetizados neste estudo expressaram maior capacidade antioxidante

pelo método B-caroteno/acido linoleico relativamente ao método DPPH. Tal facto



sugere que o modo de atuacdo destes compostos baseia-se na protecdo da oxidacao do

substrato lipidico.

Na Figura 30 observa-se que 0s compostos que apresentaram uma maior percentagem
da inibicdo da oxidagdo foram o BP2, IP86, BP4 e BP3, comparativamente ao
bisfosfonato comercial utilizado neste estudo o GABA-BP foi o composto que

apresentou pior atividade antioxidante face a todos 0os compostos estudados.
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Figura 30- Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidacdo) dos BPs, pelo método jB-

caroteno/Acido linoleico. Os valores correspondem & média de 6 replicados.

Os BPs em estudo apresentaram uma maior capacidade de inibicdo da oxidacdo pelo
método B-caroteno/acido linoleico relativamente ao método do radical DPPH. Assim,
contrariamente ao método anterior foi possivel calcular o IC50 de todos 0os compostos

utilizados neste estudo a exce¢do do bisfosfonato comercial (GABA-BP).

Para 0 GABA-BP, devido ao facto de apresentar uma baixa atividade antioxidante, ndo
foi possivel calcular o seu IC50; deste modo extrapolou-se 0 seu valor como consta na
Tabela 7.




Tabela 7 - IC50 dos compostos pelo método p-caroteno/Acido linoleico.

IC50 [1ug/mL
Quercetina 33,5
BHT 3,7
Acido ascorbico 79
BP2 34,2
BP3 50,1
BP4 40,23
AF-31 85,3
1P86 40,22
AD-8 124,1
GABA-BP* 370,5

* valor extrapolado

Na Figura 31, apresentam-se os valores de bisfosfonatos relativamente aos valores de
quercetina, de expressos em pg/mL, apresentam-se valores de expressas em pg/mL de

quercetina de modo a melhor visualizacdo dos resultados.
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Figura 31- Atividade antioxidante dos BPs, pelo método B-caroteno/Acido linoleico, expresso
equivalentes de quercetina.

O facto dos compostos estudados apresentarem grande capacidade de inibicdo da
oxidagdo pelo método p-caroteno/Acido linoleico relativamente ao método DPPH,
sugere que o modo de acdo destes compostos baseia-se na protecdo da oxidagdo do




substrato lipidico. O mecanismo de acdo dos BPs parece ndo estar associado a
capacidade de captacdo de radicais livres mas sim a protecdo da oxidacdo do substrato
lipidico.

O sistema B-caroteno/acido linoléico é constituido por uma emulsdo, sendo entdo
considerado como um sistema aquoso-lipidico. Neste método a atividade antioxidante é
avaliada pela capacidade do extrato ou antioxidante inibir o processo de oxidacdo do

sistema, facto indicado pela descoloracéo do p-caroteno.

Ja foi reportado na literatura que antioxidantes lipofilicos apresentam maior atividade
antioxidante em emulsbes (Moure et al., 2001). Alguns estudos referem que os valores
de inibicdo da oxidacdo lipidica dos extratos apolares sdo superiores aos valores para o
extrato polar, o contrario do que foi observado no método do DPPH.

Num estudo Goupy et al. (1999) isolaram compostos com atividade antioxidante de
malte e cevada, e mostraram que os tocoferdis (o, B e d-tocoferol) presentes no extrato
de baixa polaridade sdo mais eficazes na inibi¢do da oxidacéo lipidica que 0os compostos
fenolicos. Enquanto os compostos fenolicos apresentaram entre 12 e 65% de inibicdo,

os tocoferois ficaram acima de 90%.

4.2.3 Avaliacdo do efeito protetor na hemdlise do eritrocito

O eritrocito, exposto a diferentes condicGes de stress oxidante, foi utilizado para estudar
o efeito antioxidante dos BPs. Neste trabalho in vitro, as condi¢cGes foram obviamente
diferentes e menos complexas do que as fisioldgicas. Os outros componentes do sangue
estdo ausentes deste sistema, assim como a interacdo dos BPs com a albumina. Quanto
ao sistema oxidante utilizado foi o cobre. Foi também determinada a formacéo de meta-
hemoglobina, atendendo a que este metal é conhecido por provocar a oxidagdo da

hemoglobina.

Neste ensaio o etanol foi utilizado como controlo negativo, uma vez que na presenga
dele existe um aumento da percentagem de hemolise e formagdo de meta-hemoglobina

ao longo do tempo de incubacéo.



Para controlo positivo utilizou-se como antioxidante comercial a quercetina, tendo esta

apresentado um efeito protetor no eritrocito a partir dos 180 minutos de incubag&o.

Na Figura 32 observou-se que o Cu (Il) induziu eficazmente a hemolise, que comega a
aumentar mais a partir dos 90 minutos, continuando até ao final da experiéncia (ensaio
Cu (I1) + etanol).

Nos ensaios com a quercetina, a inibicdo da hemolise observa-se a partir dos 180

minutos.
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Figura 32 — Avaliacdo do efeito protetor do eritrocito, curva dos padrdes, traduzida na % de

meta-hemolise.

Os resultados da Figura 33 indicam que o Cu (Il) induz a formacdo de meta-
hemoglobina no eritrécito humano ao longo das experiéncias, com maior intensidade
entre 0s 90 e 180 minutos (ensaio Cu (1) + etanol). Aos 90 minutos, ocorre um aumento
da formacdo de meta-hemoglobina no padréo quercetina. Aos 180 minutos, a quercetina
comeca a inibir a formacdo de meta-hemoglobina enquanto o etanol continua a

aumentar a formagdo da mesma até ao final do tempo de incubagéo (Figura 33).
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Figura 33 — Avaliacdo do efeito protetor do eritrocito, curva dos padres, traduzida na % de

meta-hemoglobina.
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Figura 34 — Avaliacdo do efeito protetor do eritrocito dos BPs, e DMSO (controlo positivo dos

BPs), traduzida na % de hemolise.

Neste ensaio estudaram-se 0s compostos que nos ensaios de atividade antioxidante
apresentaram melhores resultados nomeadamente o BP2 e BP3 e, como controlo, o
DMSO na diluicdo de 1:2, uma vez que serviu como solvente dos compostos. Em
ambos 0s compostos estudados relativamente a percentagem de hemolise ndo ocorre

inibicdo ao longo do tempo de incubacéo (Figura 34).
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Figura 35- Avaliacdo do efeito protetor do eritrocito dos BPs, e DMSO (controlo positivo dos

BPs), traduzida na % de meta-hemoglobina.

Contudo pela observacdo da Figura 35, relativo a percentagem de meta-hemoglobina
formada verifica-se que o composto BP3 a partir dos 180 minutos inibe a percentagem
de formacdo de meta-hemoglobina, apresentando um melhor efeito na protecdo do

eritrécito face ao BP2.

Num estudo Silva et al., 2006, verificaram o efeito de flavondides incorporados no
eritrocito na lipoperoxidacdo, hemolise e formacdo de metahemoglobina induzidas por
cobre. E obtiveram como resultados que a quercetina e rutina inibiram a
lipoperoxidacdo estando por isso, provavelmente, incorporadas no eritrocito. Enquanto
a quercetina apresentou um efeito protector da hemolise, a rutina ndo inibiu a hemdlise.
Este facto pode sugerir que os flavondides apresentam uma localizacdo intra celular
diferente e protegem diferentes estruturas celulares importantes no processo hemolitico.
Dos BPs estudados em ambas as determinagdes da percentagem de hemolise e meta-
hemolobina, o BP3 foi o que apresentou melhores valores de protecdo do stress
oxidativo do eritrotico, contudo ndo apresentam resultados antioxidante tdo evidentes

como os flavondides.




4.3 Avaliacgéo da toxicidade em Artemia salina

O estudo da mortalidade de Artemia salina sujeitas a diferentes concentragbes de
compostos puros ou extratos, apos 24 h do inicio da exposi¢do, permite determinar a

concentracdo letal (CL50) e consequentemente a toxicidade do composto (Sam, 1993).

Durante os ensaios com Artemia salina foi utilizado como controlo o dicromato de
potassio em diversas concentracdes. Este controlo é fundamental, pois mostra a
sensibilidade do micro-crustaceo relativamente a uma solucdo téxica. Foi determinado
uma capresenta a curva dose-resposta de Artemia salina conforme o aumento da

concentracdo de K,Cr,O7 (Anexo Il, Figura I).

Neste ensaio foram testados os BPs que apresentaram melhores resultados na avaliacao
da atividade antioxidante. Foram testadas diferentes concentragdes dos compostos em
estudo nomeadamente 300, 200, 150, 100, 75, 50 e 25 pg/mL. Como se pode verificar
pelas curvas dose-resposta, 0 composto BP2 é o que apresenta uma maior percentagem
de mortalidade de artémias em quase todas as concentracBes estudadas. Na
concentragdo mais elevada 300 ug/mL, 0s compostos BP2 (72%) e IP86 (69%) foram o
que apresentaram uma maior toxicidade relativamente ao BP3 (52%) e GABA-BP
(21%). O bisfosfonato comercial neste ensaio foi 0 que apresentou uma menor

toxicidade nas diferentes concentrac@es testadas.

O composto GABA-BP apresentou baixa toxicidade para Artemia salina, tendo-se

obtido uma mortalidade de 21% para a dose maxima testada (3000 mg/L).



Tabela 8- Valores de concentragdo letal 50% (CL50) obtidos pelos os compostos BP2, BP3,

BP4 e IP86 face a Artemia salina.

BP2 165,65 0,12
BP3 291,94 0,15
BP4 292,53 0,21
IP86 194,40 0,19

K:Cr,0; 51,51 0,54

Observamos pela Tabela 8 que os compostos BP2, BP3, BP4 e IP86 apresentaram
toxicidade elevada para Artemia salina, com valores de CL50 inferiores a 500 mg/L
(Bastos et al., 2009), no entanto apresentaram valores de CL50 superiores ao composto

utilizado como padrao, o dicromato de postassio.

Alguns investigadores correlacionam os valores toxicidade obtidos para Artemia salina,
com as atividades antioxidante, anti-carcinogénica e anti-mutagénica dos compostos

bioactivos (Déciga-Campo, 2007)

Diversos estudos relacionam a toxicidade sobre Artemia salina com atividades
antifungica, antiviral, antimicrobiana, entre outras (Solis et al., 1993; Siqueira et al.,
1998 e 2001; Moreira et al., 2003).

Parra et al. (2001), utilizaram o teste com Artemia salina como um teste preliminar para
avaliar a toxicidade do composto Calophyllum brasiliense, que demonstrou ndo possuir
acdo citotdxica sobre as células, o que é indispensavel no caso de um tratamento seguro
(Parra et al., 2001).




4.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos BPs foi determinada face a um grupo de isolados
clinicos bacterianos, Gram negativos e Gram positivos, e leveduras patogénicas. Os

ensaios por efetuados em difusdo em meio solido

4.4.1 Ensaio de difusdo em meio sélido

A atividade antibacteriana dos bisfosfonatos foi determinada face a E. coli, S.
enteritidis, K. pneumoniae, M. morganii, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. aureus, E.
faecalis, por difusdo em meio solido. Neste ensaio, 0 DMSO foi o controlo negativo
uma vez que é o solvente utilizado para a dissolu¢cdo dos compostos, ndo havendo

inibicdo do crescimento dos microrganismos testados.

Os resultados do estudo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em meio
solido estdo sumarizados na Tabela 9 e os resultados dos microrganismos em estudo

com os antibidticos padrdo estdo na Tabela 10.

Tabela 9 — Atividade antibacteriana dos bifosfonatos.

Microrganismos BP2 BP4 GABA- AD-8 AF-31

BP

Diametro da zona de inibicdo em mm (24h)
E. coli 8,0+0,6 12,8+14  7,7+0,6 6,0+0,0 6,3t06 130+14 6,7+06

S. enteritidis 10,0+0,8 11,7+0,6  8,0+0,0 6,0+0,0 6,8+0,6 7,3%+12 12,7+0,6

K. pneumoniae 7,7£0,6  14,0+0,5 ND 6,0+0,0 ND ND ND
M. morganii 8,0£1,0 10,7+0,4 14,3+3,5 6,0£0,0 7,0£0,0 10,7435 9,33%+0,6
P. mirabilis 15,0+0,4 14,7+06 7,3+0,6 6,0+0,0 7,7+0,6 10,3+1,5 10,0+0,0

P. aeruginosa 7,3£0,6 7,3£0,6 6,3+0,6 6,0£0,0 7,0£0,0 6,0 +0,0 6,0£0,0
S. aureus 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0 0,0 6,0+0,0

E. faecalis 6,0:0,0  6,0+0,0 7,0+0,0 6,0£0,0 6,0£0,0 6,7 +0,6 7,0£1,0




Tabela 10- Registo da atividade antibacteriana dos antibi6ticos padrao.

Microrganismos

E. coli 22 6 6 14 6 23 ND ND ND
M. morganii ND 6 6 12 ND 9 ND ND 8

P.aeruginosa 6 15 ND 15 6 6 ND 6 ND

P. mirabilis 30 8 13 12 16 28 ND ND ND

S. enteritidis 26 28 7 12 ND 25 ND ND ND

E. faecalis 29 16 ND 18 6 6 22 ND ND

S.aureus ATCC ND ND 25 14 20 10 10 21 16
29213

AMC- Amoxicilina+Acido Clavulamico (30ug); AMP- Ampicilina (10pg); AK- Amicacina (30ug); GM-
Gentamicina (10pg); MH- Minociclina (30pg); P- Penicilina G (10U); W- Trimetroprim (5pg); TE-
Tetraciclina (30ug); CF — Cefalotina (30ug); CRO- Ceftriaxona (5ug); ND- N&o determinado

.Os bifosfonatos apresentaram actividade antimicrobiana, nomeadamente para as
bactérias Gram-negativas da classe Enterobactereaceae (Tabela 9).

A excecdo do GABA e do ADS, todos os compostos BPs apresentaram actividade face a
E. coli, com didmetros da zona de inibigdo do crescimento compreendidos entre 7 e 13
mm.

O BP3 e 0 AF-31 (12,8 e 13,0 mm respetivamente) foram o0s que apresentaram, maior
atividade face a E.coli, sendo esses valores semelhantes a da inibi¢do com Gentamicina
(14 mm). E ainda de referir que a actividade dos BPs para inibir o crescimento da E.
coli foi superior a observada para alguns antibidticos de sintese, homeadamente, a
Tetraciclina, a Cefalotina e o Trimetroprim.

Os BPs apresentaram atividade antibacteriana para S. enteritidis, com diametros da zona
de inbi¢do compreendidos entre 6,83 e 12,67 mm, designadamente o BP3 e o 1P86 (11,7
e 12,67 mm), que apresentaram atividade semelhante a Gentamicina (12 mm), e muito
superior a Cefalotina (7 mm).

Relativamente a K. pneumoniae o BP3 foi o que apresentou um melhor resultado como
antibacteriano com uma inibi¢cdo do crescimento de 14,0 mm. Contudo para este
microrganismo ndo foram testados todos os BPs.

O BP3 e 0 BP4, face a M. morganii, foram os BPs que fizeram uma maior inibi¢do do
crescimento de M. morganii, com halos de inini¢cdo de crescimento de 10,7 e 14,33 mm

ND

17
ND
ND
ND
ND
ND



respetivamente, tendo uma atividade antibacteriana semelhante a Gentamicina (12 mm)
ainda que o BP4 apresente um valor superior. Estes BPs apresentaram uma inibigéo do
crescimento superior face aos seguintes antibacterianos testados Minociclina,
Tetraciclina, Cefalotina e Ceftriaxona.

Os BPs que apresentaram uma maior inibicdo do crescimento de P. mirabilis foram o
BP2 com halo de inibi¢do de 15,0 mm, e o BP3 com um halo de inibi¢do de 14,7 mm.
Esta atividade antibacteriana é semelhante a ativadade de Cefalotina (13 mm) e do
Trimetroprim (16 mm).

Os BPs com maior atividade face a P. aeruginosa foram o BP2 e o BP3, ambos com um
halo de inibicdo de 7,3 mm, possuindo estes BPs uma atividade antibacteriana superior
a Amoxicilina + Acido Clavulamico, Ampicilina, Trimetroprim, Ceftriaxona, possuindo
todos eles um halo de inibicdo de 6 mm.

Para o S. aureus, 0os BPs em estudos ndo apresentaram atividade antibacteriana, isto é
apresentaram todos um halo de inibicdo de 6,0 mm que corresponde ao didmetro do
disco, logo considera-se que ndo houve inibigdo do crescimento de S. aureus.

Por ultimo para E. faecalis a maior parte dos BPs ndo provocou inibicdo do
crescimento, apenas se verificou resultados positivos para BP4 (7,0 mm), AF-31 (6,67
mm) e IP86 (7,0 mm). Esta atividade antibacteriana é aproximada & da Trimetroprim e
Ceftriaxona ambos com halos de inibi¢&o de 6,0 mm.

E de referir que relativamente ao GABA-BP (alendronato) foi testado também e
contrariamente ao observado para 0s compostos sintetizados, este nao apresentou

qualquer atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o BP3 apresentou atividade
antimicrobiana da mesma ordem de grandeza que alguns antibioticos de sintese.

Neste estudo ndo foi possivel comparar os resultados obtidos com outros estudos, por
ndo se encontrarem estudos de atividade antimicrobiana descritos para os bifosfonatos.
No entanto, ha a que referir que a dose de bifosfonato em estudo (50 pL) que apresentou
atividade antibacteriana face as bactérias Gram negativas, é correspondente a ordem de
grandeza que a dose aplicada em muitos dos compostos com atividade antimicrobiana,
pelo que os compostos em estudo poderdo também ter aplicacdo no tratamento de

infecOes causadas por Gram negativas, nomeadamente para as enterobactérias.



Os bifosfonatos em estudo mostraram atividade antibacteriana face as estirpes Gram-,
M. morganii, P. mirabilis, E. coli, S. enteritidis, K. pneumoniae e P. aeruginosa, ndo se
mostrando ativos para as estirpes de cocos Gram-.

Contudo os compostos BP2 e BP3 mostraram uma melhor atividade antimicrobiana face

aos restantes compostos.

Os BPs encontram-se mais ativos para bactérias Gram-negativas. Estudos referem que
existe resisténcia intrinsica das bactérias Gram-negativas aos agentes antimicrobianos, a
qual tem sido associada a presenca de uma membrana externa existente nesses
microrganismos. Com isso 0 agente antimicrobiano encontra grande dificuldade de
penetrar na célula, ou quando consegue a concentracdo nao € alta o suficiente para
apresentar o resultado esperado (Schaechter et al., 2002).

Os compostos hidrofobicos apresentam dificuldade de atravessar a membrana celular
externa, devido a porcdo polar estar situada na face externa da membrana e por outro
lado, compostos hidrofilicos apresentam a mesma dificuldade para atravessar a
membrana devido ao interior hidrofébico da membrana (Schaechter et al., 2002).
Contudo contrariamente ao esperado, 0s BPs apresentam melhor atividade para Gram-

negativas face as Gram-positivas.

A actividade antifingica foi determinada face a C. albicans, G. klebahnii, C.
parapsilosis e C. krusei. Foram testados 0os compostos que apresentam melhor atividade
antibacteriana nomeadamente o BP3 e o BP2. O DMSO a semelhanca do ensaio da
atividade antibacteriana também foi testado uma vez que foi o solvente utilizado na

dissolucdo dos compostos. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela 11.



Tabela 11- Atividade antiflngica dos bifosfonatos.

Diametro da zona de inibi¢do em mm (24h)

. C. albicans Si Si Si Si 14+2
';.% G. klebahnii 6+0,5 Si Si Si 19+2
E C. parapsilosis 6+0,5 6+0,5 si si 13+1

C. krusei 6+0,5 Si Si 6+0,5 82

si-sem inibicéo

No entanto pela observagdo da Tabela 11 verificamos que nenhum dos compostos em

estudo mostrou atividade anti-fungica face as leveduras patogénicas testadas.

4.4.2 Determinacao da concentracdo minima inibitéria

A atividade antimicrobiana foi avaliada em meio liquido para determinac&o do valor de
CML.

Num primeiro estudo avaliou-se a actividade antimicrobiana para o BP3 uma vez que de
entre 0s compostos em estudo, pela analise dos didmetros dos halos de inibicao, revelou
ser 0 composto mais ativo face aos microrganismos Gram-, entdo a determinagdo da
concentracdo minima inibitoria foram efetuados para este BP.

Os estudos de determinacdo da concentracdo minima inibitéria foram efetuados apenas
para as enterobactérias, microrganismos para 0s quais 0 BP3 mostrou maior atividade

antibacteriana. Os resultados encontram-se na Tabela 12.




Tabela 12- Valores de CMI (ug/mL) obtidos para os BPs e para um antibacteriano de sintese

(cloridrato de tetraciclina).

CMI (pg/mL)

Isolados clinicos FTH BP4 AF31 Cloridrato de
tetraciclina

E. coli 500 125 500 >40

M. morganii 500 62,5 62,5 >40

P. aeruginosa 1000 500 500 10

P. mirabilis 500 250 250 40

S. enteritidis 1000 250 500 0,25

E. faecalis ND ND ND 5

S. aureus ND ND ND 0,05

Pela Tabela 12 podemos observar que os compostos BP3, BP4 e AF31 apresentaram
actividade antimicrobiana face a bactérias Gram - , com valores de CMI que variaram
de 62,5 pg/mL a 1000 pg/mL.

Existe um consenso geral de que sdo necessarios novos agentes antifingicos mais
potentes, mas, sobretudo mais seguros. Para uso humano, existem limitadas opcoes

terapéuticas.

Em primeiro lugar devemos lembrar de que a célula fungica é uma celula eucariotica,
entdo o composto pode ser toxico tanto para 0 microrganismo patogénico quanto para o

paciente (Zacchino et al., 2003).

Lopes, Kato e Yoshida (1998), observaram a atividade antifingica de flavonodides
isolados de plantas, que apresentaram agdo 10 vezes mais potente que a nistatina. A
atividade antimicrobiana de flavondides € provavelmente devido a sua capacidade de se
complexar com proteinas e com a parede celular do microrganismo. Quanto mais
lipofilico for o flavonodide, mais facilmente pode ocorrer a atividade antifingica. As
plantas em resposta a infe¢des causadas por microrganismos, sintetizam flavonoides,

que quando testados in vitro apresentam acéo antimicrobiana (Somchit et al., 2003).




5- CONCLUSAO

Os BPs sdo moléculas sintéticas, em que o prefixo “bis” indica a presenga de dois
grupos fosfonato ligados a um atomo de carbono (Winter, 2008). Foi a substituicdo do
atomo de oxigénio entre os dois &tomos de fosfoto do acido pirofosfonico por um atomo
de carbono que abriu a possibilidade para a ligacdo de cadeias laterais. A possibilidade
de variarem as cadeias laterias R; e R, permitiu o desenvolvimentode de uma grande
variedade de analogos cujas diferencas sdo responsaveis por diferentes propriedades

farmacoldgicas.

Neste estudo procedeu-se a sintese de trés BPs, e avaliou-se a atividade bioldgica dos
BPs sintetizados bem como de outros compostos BPs cedidos pela Doutora Fatima
Teixeira. Estes compostos foram avaliados relativamente as suas atividade antioxidante,

toxicidade e atividade bioldgica.

Os BPs apresentaram atividade antioxidante com capacidade na protecdo do substrato
lipidico, com valores de IC50 entre 34,2 e 124,1 pg/mL pelo método do PB-
caroteno/acido linoleico.

No entanto, a atividade antioxidante pelo método do radical do DPPH foi inferior a

10%, parecendo ter baixo efeito na protecdo de captacéo de radicais livres.

O BP3 apresentou um efeito protetor da hemélise do eritrécito tendo apresentado maior
capacidade para inbir a formacéo de meta-hemoglobina do que o BP2.

Os BPs apresentaram toxicidade elevada para Artemia salina, com valores de CL50
inferiores a 500 mg/L, sendo o BP comercial o que apresentou menor toxicidade.

Os BPs apresentaram accdo antimicrobiana face a bactérias Gram-, nomeadamente da
classe das Enterobactereaceae, no entanto, alguns dos BPs, designadamente BP4 e
AF31 apresentaram também atividade a outros microrganismos Gram-, designadamente

P. aeruginosa.



O composto IP86 mostrou-se ativo face a maioria das enterobactereacee. A Morganella
morgani (enterobacteraceae) mostrou maior sensibilidade a alguns BPs, do que a
maioria dos antibi6ticos padréo.

Todos estes resultados na avaliacdo das propriedade antioxidantes, bioldgicas e
toxicologicas dos bisfosfonatos derivados do indazole, pode-se afirmar que 0s novos
compostos sintetizados para além das suas eventuais propriedades farmacoldgicas
interinsecas as doencas e ao metabolismo 0sseo, possuem outras propriedades
vantajosas que o0 GABA um bisfosfonato comercial, ndo apresentam nomeadamente na
protecdo do organismo contra os radicais livres e também na acdo contra alguns

microroganismos patogénicos.

Este trabalho veio permitir uma primeira abordagem sobre as propriedades dos
bisfosfonatos tanto a nivel da atividade antioxidante como a nivel da atividade

antimicrobiana que atualmente nédo se encontram descritas na literatura.

Assim, os estudos prosseguem no sentido de sintetizar novos compostos do grupo dos
BPs, avaliar as suas propriedades bioldgicas e identificar as estruturas quimicas que lhes

conferem essas propriedades.

Pelo facto de os BPs utilizados serem derivados do indazole, e por isso constituirem
uma classe nova de BPs, deveréo ser efetuados mais estudos a fim de fazer uma melhor
caraterizacdo da suas propriedades quimicas, toxicidade e atividades farmacoldgicas,
incluindo estudos a nivel da atividade anti-tumoral, adesdo a hidroxiapatite e atividade
contra determinados agentes infeciosos.
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Anexos

Anexo |- Avaliacdo da atividade antioxidante
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Figura | — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxida¢do) do padrdo quercetina, pelo

método DPPH. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura Il — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidagdo) do padrdo BHT, pelo método
DPPH. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura 111 — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidagdo) do padréo &cido ascoérbico,

pelo método DPPH. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura IV — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidagdo) do padrdo Quercetina, pelo

método pelo método p-caroteno/Acido linoleico. Os valores correspondem a média de 6

replicados.
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Figura V- Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidac&o) do padrdo acido ascérbico, pelo

método pelo método B-caroteno/Acido linoleico. Os valores correspondem a média de 6

replicados.
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Figura VI — Atividade antioxidante (% de inibicdo de oxidac¢do) do padrdo BHT, pelo método

pelo método B-caroteno/Acido linoleico. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura VIl — Atividade antioxidante do bisfosfonato BP2, pelo método B-caroteno/Acido
linoleico. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura VIII - Atividade antioxidante do bisfosfonato GABA-BP, pelo método B-

caroteno/Acido linoleico.Os valores correspondem & média de 6 replicados.
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Figura 1X — Atividade antioxidante do bisfosfonato AF-31, pelo método B-caroteno/Acido

linoleico. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura X — Atividade antioxidante do bisfosfonato AD8-10, pelo método [-caroteno/acido

linoleico. Os valores correspondem & média de 6 replicados.
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Figura XI — Atividade antioxidante do bisfosfonato BP3, pelo método B-caroteno/Acido

linoleico. Os valores correspondem a média de 6 replicados.
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Figura XIl — Atividade antioxidante do bisfosfonato IP86, pelo método B-caroteno/Acido

linoleico. Os valores correspondem a média de 6 replicado
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Anexo Il — Avaliacédo da toxicidade dos BPs face a Artemia salina
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Figura | — Curva dose-resposta do padrdo K,Cr,O; (dicromato de potéssio). Os valores

correspondem a média de 6 replicados.
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Figura I1- Curva dose-resposta do BP2. Os valores correspondem & média de 6 replicados.
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Figura V- Curva dose-resposta do IP86. Os valores correspondem a média de 6 replicados

Tabela I- Mortalidade de Artemia salina do composto BP2.

Al Al A2 A2 LOGx0 LOGx0 p ¢] EC50 Statistics Statistics

Value Error Value Error  Value Error Value Error Value Reduced Chi-Sqr  Adj. R-Square

BP2 0 0 100 0 2,21919 0,02107 1,36227 0,11734 165,6489 1119,78924 0,9758

Tabela I1- Mortalidade de Artemia salina do composto BP3.

Al Al A2 A2 LOGx0 LOGx0 ¢] p EC50 Statistics Statistics
Value Error Value Error Value Error Value Error Value Reduced Chi-Sqr  Adj. R-Square
BP3 0 0 100 0 12,4653 0,02391 11,4488 0,1471 291,9413 1509,74809 0,97559

Tabela I11- Mortalidade de Artemia salina do composto BP4.

Al Al A2 A2 LOGx0 LOGx0 ¢] p EC50 Statistics Statistics
Value Error Value Error Value Error Value Error Value Reduced Chi-Sgr  Adj. R-
Square
BP4 0 0 100 0 2,46617 0,04433 1,41334 0,21364 292,5285 2542,44132 0,9149




Tabela IV- Mortalidade de Artemia salina do composto 1P86.

Al Al A2 A2 LOGx0 LOGx0 4] p EC50 Statistics Statistics
Value Error Value Error Value Error Value Error Value Reduced Chi-Sqr  Adj. R-Square
IP86 0 0 100 0 2,28869 0,02226 1,98438 0,19317 194,3978 1770,36766 0,98028
Tabela V- Mortalidade de Artemia salina o padréo K,Cr,05.
Al Al A2 A2 LOGx0 LOGx0 p p EC50 Statistics  Statistics
Value Error Value Error Value Error Value Error  Value Reduced Adj. R-Square
Chi-Sqr
K,Cr,0, - 1,161 101,61 17,417 1,71189 0,0658 2,5548 0,54 51,509  1,93623 0,98935

0,93564 74 86 47 6 9 231 41




Anexo I11- Avaliacédo da atividade antimicrobiana

Tabela I- Registo do crescimento em meio liquido para determinagdo do valor de CMI paro o

BP3

[ BPs] (ng/mL)
Microrganismos | 31,25 62,5 125 250 500 1000
Proteus + 4+ + - - -
+ + + - - -
+ + + - - -
Salmonella + + + + + - -
+ 4 |+ o+ + - -
+ o+ |+ + + - -
Morganella + + + - - -
+ + + - - -
+ + + - - -
E. coli + + + = = =
+ + + - - -
+ + + - - -
Klebsiella + + + - - -
+ + + - - -
+ + + - - .
) + + + + + + + -
E. faecalis + + + 4+ + + + -
+ + + + + + + -
+ + + + + + + .
S. aureus + o+ | + + + B
+ + + + + + + -




